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RESUMO
Este estudo tem por objetivo avaliar a modulação do sistema imune com três doses 
do anticorpo monoclonal anti-CD45RB administradas no período peritransplante em modelo de 
aloenxerto de ilhotas de Langerhans de camundongos BALB-c sob a cápsula do rim esquerdo de 
cam undongos C57BL-6 diabéticos por estreptozocina. Os animais foram divididos em 5 grupos: 
isoenxertos sem  tratamento (grupo I, n=10); aloenxertos controle (grupo II, n=8); aloenxertos 
tratados com anti-CD45RB (grupo III, n=17); aloenxertos tratados com o anticorpo monoclonal 
anti-CTLA4 (grupo IV, n=8); aloenxertos tratados com anti-CD45RB e antí-CTLA4 (grupo V, 
n=13). Rejeição foi considerada quando a glicem ia era maior que 200 mg/dl. Os animais que 
apresentaram  rejeição e os dos grupos I e III que atingiram o 120° dia de pós-operatório foram 
nefrectomizados no lado esquerdo. Os animais do grupo III que apresentaram hiperglicem ia 
após a nefrectom ia no 120° dia de pós-operatório foram submetidos a 2 °  transplante com ilhotas 
de camundongos BALB/c ou CBA/H sob a cápsula do rim direito e nefrectomizados e 
sacrificados após 50 dias de funcionamento ou quando apresentaram rejeição. Todos os enxertos 
foram avaliados histologicamente por hematoxilina e eosina. Os enxertos dos animais dos grupos 
I e III no 120° dia de pós-operatório e do grupo III no 50° dia de pós-operatório do 2 °  
transplante foram  avaliados também por imuno-histoquím ica para insulina. Três animais dos 
grupos II a V foram nefrectomizados à esquerda, esplenectomizados e sacrificados no 7o dia de 
pós-operatório. Os rins com os enxertos foram avaliados histologicam ente por hem atoxilina e 
eosina. Os leucócitos foram separados do restante do tecido esplénico, e os linfócitos T  CD4 
avaliados por citometria de fluxo quanto à expressão de CD45 e CTLA4. Todos os isoenxertos 
funcionaram até o 120° dia de pós-operatório. Os aloenxertos dos grupos II e IV apresentaram 
rejeição entre o 10° e o 15° dia. Sete aloenxertos do grupo III tratados com anti-CD45RB 
funcionaram até o 120° dia quando foram submetidos a um 2o transplante. Três dos 4 animais 
que receberam  um 2o enxerto de camundongos BALB/c não apresentaram rejeição até o 50° dia 
e 3 animais que receberam um 2 °  enxerto de camundongos CBA/H apresentaram rejeição entre 
o 10° e o 15° dia. O aumento da sobrevida dos enxertos induzido pelo anticorpo monoclonal 
anti-CD45RB foi dependente dos estímulos negativos da molécula CTLA4, pois o bloqueio 
dessa m olécula no grupo V causou rejeição entre o 15° e o 25° dia de pós-operatório em todos 
os animais. A  análise histológica demonstrou infiltrado m onomorfonuclear com destruição da 
arquitetura dos enxertos em todos os animais que apresentaram rejeição e infiltrado 
monomorfonuclear ao redor do enxerto sem invadir o seu interior nos animais dos grupos II, 
III, IV e V no 7o dia de pós-operatório, nos animais dos grupos I e III no 120° dia e nos animais 
do grupo III no 50° dia de pós-operatório do 2o transplante, nesses três últimos grupos com 
positividade para insulina na imuno-histoquímica. A  análise por citometria de fluxo mostrou 
aumento do número de linfócitos T  CD4 expressando CD45 de baixo peso m olecular e CTLA4 
intracelular e diminuição no número de linfócitos T  CD4 apresentando CD45 de alto peso 
molecular nos animais tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB em relação aos 
controles. Conclui-se que o predomínio de linfócitos T  CD4 expressando CD45RB de baixo 
peso molecular e CTLA4 intracelular, que é regulador negativo da ativação linfocitária, está 
associado ao aumento da sobrevida dos enxertos e à  indução de tolerância im unológica nos 
animais tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB.
X I
ABSTRACT
A n ti-C D 4 5 R B  M o n o c l o n a l  A n t ib o d y  I m m u n o m o d u la t io n  
o n  I s l e t s  o f  L a n g e r h a n s  T r a n s p la n t a t i o n  in  M ic e
The aim o f this study is to analyse the immunomodulation w ith 3 doses o f  anti- 
CD45RB monoclonal antibody given in the peritransplant period o f BALB/c mice islets of 
Langerhans allografts under the left kidney capsule o f streptozocin induced C57BL-6 diabetic 
mice. There were 5 groups o f mice: isografts with no treatment (group I, n=10); allografts with 
no treatm ent (group II, n=8); allografts treated w ith anti-CD45RB (group III, n=17); allografts 
treated w ith the monoclonal antibody anti-CTLA4 (group IV, n=8); allografts treated w ith anti- 
CD45RB and anti-CTLA4 (group V, n=13). Glucose levels higher than 200m g/d l were 
considered rejection. Animals w ith rejection o f the grafts and group I and III animals w ith no 
rejection after 120 days o f the transplant w ere nephrectomized on the left side. H iperglicemic 
group III animals after the nephrectomy at 120 days were transplanted again w ith BALB/c or 
CBA/H mice islets under the capsule o f the right kidney and, after 50 days or when presented 
w ith rejection, they were nephrectomized on the right side and sacrificed. All grafts were 
analysed w ith hematoxilin and eosin. Group I and III grafts working after 120 days and group III 
grafts 50 days after the 2° transplantation w ere analysed also w ith im m unohistochem istry for 
insulin. Three animals on groups II to V  were esplenectomized, nephrectom ized and sacrificed 7 
days after the transplant. The kidneys containing the grafts w ere analyzed w ith hem atoxilin and 
eosin. Leukocytes were separated from the splenic tissue and CD45 and CTLA4 expression were 
determ ined on CD4 T  cells w ith flow cytometry. All isografts w ere w orking after 120 days. 
Group II and IV animals rejected the grafts after 10 to 15 days. H alf o f group III allografts were 
w orking after 120 days when they w ere submitted to the second transplantation. Three o f  the 4 
animals that received a 2nd BALB/c graft didn’t presented rejection until 50 days after the 
transplantation and the 3 animals that received a CBA/H graft presented rejection after 10 to 15 
days. Anti-CD45 induced increased graft survival depended on negative CTLA4 m olecule signals 
since CTLA4 blockade on group V caused rejection on all animals after 15 to 25 days. H istology 
showed destruction o f the architecture o f the islets with a m ononuclear cell infiltrate in all 
rejected grafts and a perislet mononuclear cell infiltrate with no islet invasion on groups II, III, 
IV and V 7 days after the transplantation, group I and III grafts 120 days after the 1st transplant 
and group III grafts 50 days after the 2nd transplant, the 3 last groups w ith positive insulin 
staining on immunohistochemistry. Flow cytometry showed an increased num ber o f CD4 T  cells 
expressing CD45RB of low molecular w eight w ith intracellular CTLA4 and a decreased number 
o f CD4 T  cells expressing CD45RB o f high m olecular w eight on animals o f group III in relation 
to the controls. In conclusion, the increased num ber o f CD4 T  cells expressing CD45RB o f  low 
molecular weight w ith intracellular CTLA4, a negative regulator o f T  lymphocyte activation, is 




Diabete melito é uma patologia que nos Estados Unidos acomete 6% da 
população, ou seja, cerca de 15 milhões de pessoas (STRATA et al., 1996). A síndrome da 
diabete melito inclui não somente o metabolismo inadequado da glicose, mas também 
complicações microvasculares que caracterizam a doença como a maior responsável por 
insuficiência renal crônica, amputação de membro inferior e cegueira em adultos.
BANTING et al. (1922) foram os primeiros a utilizar a insulina contida em 
extratos do pâncreas de animais para o tratamento da diabete, acreditando-se na época 
que esse avanço iria extinguir a morbimortalidade imposta pela doença. Após meio 
século, a acidose diabética quase desapareceu como causa de morte e os pacientes 
portadores de diabete juvenil tiveram pela primeira vez a perspectiva de atingir a vida 
adulta. No entanto, desde o início de sua utilização, dúvidas surgiram de que a diabete 
seria curada pela administração de insulina. Sabe-se atualmente que, apesar do cuidadoso 
controle com insulina e dieta, a deterioração de artérias de pequeno calibre observada em 
pacientes diabéticos progride inexoravelmente em muitos deles (LILLEHEI et al., 1970). 
Essa doença arterial, apesar de ocorrer em todo o organismo, tem predileção pelo rim e 
retina e caracteriza-se pelo espessamento da membrana basal. Como resultado, com 30 
anos de idade, quase 75% dos pacientes portadores de diabete juvenil apresentam 
significativa retinopatia ou nefropatia, não importando o quão cuidadosamente foram 
tratados.
O transplante do pâncreas estabelece total controle do metabolismo glicêmico, 
tornando insulino-independentes os pacientes diabéticos e melhorando-lhes a sobrevida 
(FARNEY e SUTHERLAND, 1993; ROBERTSON et al., 1999). É ainda benéfico na 
prevenção de complicações crônicas, como o espessamento da membrana basal e 
redução no espaço mesangial (SUTHERLAND, 1996); na recorrência da nefropatia 
diabética nos rins transplantados (BOHAN et al., 1987; BILOUS et al. 1989); na
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normalização da velocidade da condução nervosa e em outras manifestações neurológicas 
(VAN DER VLIET et al., 1988; KENNEDY et al., 1990) e na estabilização da 
retinopatia (COUET et al., 1985; SUTHERLAND, 1996). O transplante de pâncreas e 
rim em pacientes diabéticos torna a sobrevida após 10 anos equivalente à de não- 
diabéticos submetidos somente a transplante renal (CANTAROVICH et al., 1999). No 
entanto o transplante é um procedimento complexo, que ainda apresenta muitas 
limitações devido a sua significativa morbidade e mortalidade (SUTHERLAND, 1996). 
Fatores complicadores são a carência de órgãos, a necessidade de imunossupressão 
inespecífica e sua restrição quase que exclusiva a pacientes com nefropatia diabética com 
necessidade de transplante simultâneo de rim e pâncreas, sendo os dois órgãos 
provenientes geralmente do mesmo doador (SUTHERLAND, 1996).
Poucos pacientes diabéticos não-portadores de nefropatia são submetidos ao 
procedimento, devido ao risco imposto pela imunossupressão. Como conseqüência, o 
transplante de pâncreas é realizado tardiamente na história natural da diabete melito 
insulino-dependente.
O transplante de ilhotas de Langerhans é a opção terapêutica ideal 
(SUTHERLAND et al., 1978; SUTHERLAND, 1991; SUTHERLAND, 1996). O 
procedimento cirúrgico é simples e é possível sua realização precoce no decurso da 
diabete melito, antes da ocorrência de complicações irreversíveis. Estudos experimentais 
em animais já demonstraram seus bons resultados com mínima ou nenhuma 
imunossupressão.
Entre 1990 e 1993, 75 transplantes de ilhotas de Langerhans foram realizados 
para o tratamento de diabetes tipo I em 34 instituições em todo o mundo e notificados ao 
Registro Internacional de Transplante de Ilhotas de Langerhans (HERING et al., 1995). 
No entanto somente 17 pacientes permaneceram insulino-independentes por pelo menos 
1 semana e somente 8 (11%) por mais de 1 ano. A análise desses dados indica que a 
maioria dos casos de falência do enxerto se deveu a rejeição, como ocorreu em outras 
séries (ALEJANDRO et al., 1987; ALEJANDRO et a l,  1997; ALEJANDRO et al., 1999; 
JINDAL et al., 1999).
3
O regime imunossupressor habitual é feito com prednisona, ciclosporina e 
azatioprina associadas a indução com preparados antilinfocíticos, como anticorpos 
monoclonais anti-CD3, globulina antilinfocítica ou globulina antitimocítica. As novas 
drogas disponíveis no armamentário terapêutico, como tacrolímus e micofenolatomofetil, 
não apresentaram vantagem em termos de sobrevida do enxerto (ALEJANDRO et a l, 
1999); outras, como anticorpos monoclonais anti-CD25 (receptor para interleucina 2) e 
bloqueadores do ciclo celular como o sirolímus, ainda estão em investigação 
(ALEJANDRO et al., 1999).
Os regimes imunossupressores atualmente disponíveis são inespecíficos e têm 
como alvo os linfócitos T em suas fases precoces de ativação (SUTHANTHIRAN e 
STROM, 1994). A ciclosporina e o tacrolímus previnem a produção de citocinas críticas 
para a proliferação dos linfócitos T, como a interleucina 2 (SCHREIBER e CRABTREE, 
1992). O sirolímus atua na transdução do sinal no receptor para interleucina 2 através do 
bloqueio da progressão do ciclo celular (CHUNG et al., 1992). A azatioprina e o 
micofenolatomofetil, ambos inibidores da síntese de purinas, inibem a proliferação dos 
linfócitos T (BRAZELTON e MORRIS, 1996). Os anticorpos monoclonais 
antilinfócitos T, como o OKT3, atuam depletando os linfócitos e bloqueando o seu 
receptor (NORMAN, 1995).
A rejeição a um aloenxerto ocorre porque o genoma dos mamíferos contém 
diversos loá  polimórficos que codificam uma grande variedade de antígenos teciduais 
(SAYEGH e TURKA, 1998). Os indivíduos que não expressam determinado alelo nesses 
loá  reconhecem a proteína codificada por ele como estranha ao seu organismo, do que 
decorre uma vigorosa resposta imune. Os genes mais importantes estão no complexo 
maior de histocompatibilidade (MHC). As moléculas transcritas a partir do MHC são 
expressas na superfície de células apresentadoras de antígenos (APCs), como macrófagos 
e células dendríticas. Sua função habitual é ligar-se a fragmentos de peptídios antigênicos 
derivados de microorganismos invasores e “apresentá-los” aos linfócitos T, que os 
reconhecem através de seus receptores (TCR). Esse reconhecimento é o passo inicial para 
a resposta imune mediada pelos linfócitos T. Os órgãos transplantados expressam nas
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APCs as moléculas transcritas a partir do MHC do doador, que ativam linfócitos do 
receptor ligando-se ao receptor da célula T (TCR), iniciando o processo de rejeição aguda 
(LECHLER et al., 1990; VELLA et al., 1997; CIUBOTARIU et al., 1998). Os linfócitos 
T CD4, também chamados de linfócitos T auxiliadores, desempenham o papel mais 
importante nesse processo. Após sua ativação, produzem linfocinas que atuam de 
maneira autócrina nos próprios linfócitos CD4 e de maneira parácrina em linfócitos 
T CD8, em macrófagos e em linfócitos B (KRIEGER et al., 1996), desencadeando uma 
resposta semelhante à reação de hipersensitividade tardia (KRIEGER et al., 1996).
Novas técnicas foram desenvolvidas recentemente para se evitar a rejeição, 
com destaque à indução de tolerância imunológica, que se caracteriza pelo 
funcionamento em longo prazo de um aloenxerto na ausência de imunossupressão, 
associado ao funcionamento de um segundo enxerto proveniente da mesma linhagem de 
doadores (TRAN et al., 1994; STEURER et al., 1995; ROSSINI et al., 1996; TRAN et al., 
1997; BASADONNA et a l, 1998; RASTELINI et al., 1999a; ZHENG et a l, 1999). 
Essas novas técnicas atuam em fases mais precoces da ativação dos linfócitos T do que o 
fazem as drogas imunossupressoras inespecíficas: a) interação das moléculas do MHC das 
APCs do doador com o TCR dos linfócitos do receptor, chamada sinal 1 de ativação 
linfocitária (modulada pelo receptor CD45); b) interação de moléculas coestimuladoras da 
ativação linfocitária das APCs do doador (CD40, B7-1, B7-2 e ICAM) com as moléculas 
coestimuladoras dos linfócitos T do receptor (CD40L, CD28, CTLA4 e LFA 1), chamada 
sinal 2 ou coestimulatório.
Nos últimos anos, diversas drogas vêm sendo pesquisadas com resultados 
encorajadores (SAYEGH e TURKA, 1998). Entre elas destacam-se a imunoglobulina 
CTLA4 (LINSLEY et al., 1991a; LENSCHOW et a l, 1992; TURKA et a l,  1992); o 
anticorpo monoclonal anti-CD40L (HANCOCK et a l, 1993; LARSEN et a l,  1996; 
PARKER et a l, 1995); os anticorpos monoclonais anti-B7-l e anti-B7-2 (LENSCHOW 
et a l, 1995); o anticorpo monoclonal anti-LFA-1 (CHAHINE et a l,  1994). Outro 
anticorpo monoclonal que apresentou resultados satisfatórios na indução de tolerância a 
aloenxertos foi o anti-CD45RB (BASADONNA et a l,  1998).
O BJETIVO
Os objetivos deste estudo são:
1) verificar o efeito na sobrevida dos aloenxertos de ilhotas de Langerhans em 
camundongos diabéticos tratados com o anticorpo monoclonal anti- 
CD45RB;
2) verificar a capacidade de o anticorpo monoclonal anti-CD45RB induzir 
tolerância imunológica;
3) analisar a dependência da ação do anticorpo monoclonal anti-CD45RB no 
receptor de membrana CD45, componente do sinal 1 de ativação linfocitária, 
em relação à molécula CTLA4, componente do sinal 2;
4) analisar o efeito do anticorpo monoclonal anti-CD45RB na expressão da 
molécula de membrana CD45 em linfócitos T CD4;
5) analisar o efeito do anticorpo monoclonal anti-CD45RB na expressão da 
molécula CTLA4 em linfócitos T CD4.
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2 REVISÃO DA LITERATURA
2.1 D IA BE TE  M ELITO  E PÂNCREAS
O papiro de Ebers (1550 a.C.) contém a primeira referência histórica à diabete. 
Entre inúmeras outras doenças, descreve-se ali um estado de poliúria muito semelhante 
ao da diabete melito e também o seu tratamento, que consistia na ingestão de um extrato 
líquido de ossos, trigo, grãos, terra e areia (MACFARLANE et a l, 1997). A associação de 
poliúria com uma substância de gosto adocicado na urina foi pela primeira vez descrita na 
literatura sânscrita (600 a.C.) por dois médicos indianos, Susruta e Charuka. Médicos 
japoneses e chineses, na mesma época, descreveram um estado de poliúria associado com 
urina de gosto adocicado que atraía cães; o tratamento prescrito incluía evitar vinho, 
produtos de cereais e atividades sexuais. Aretaeus da Capadócia (200 a.C.) foi o primeiro 
a usar o termo “diabete”, como descrição genérica de condições que causavam poliúria; 
no entanto atribuiu a doença a um defeito nos rins. Avicena (1000 d.C.) escreveu uma 
vasta enciclopédia médica que incluía acurada descrição das características clínicas da 
diabete, com menção a duas complicações da doença: gangrena e disfunção sexual. O 
tratamento recomendado era uma mistura de lúpulo com certas sementes, que de fato 
têm alguma atividade hipoglicêmica (MCFARLANE et a l,  1997).
WILLIS (1675) realizou a primeira publicação no Ocidente sobre o gosto 
adocicado da urina de diabéticos. Nela descreve a diabete como uma doença não tão rara 
como referida em publicações anteriores, para cujo tratamento prescreve restrição 
alimentar.
DOBSON (1776) publicou uma série de experimentos, demonstrando que, 
além da urina, o soro de diabéticos também apresentava uma substância de sabor 
adocicado, na realidade o açúcar o qual se formaria primariamente no soro e não nos rins.
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ROLLO (1797) foi o primeiro a usar o adjetivo “melito” (do grego “mel”) para 
distinguir a doença de outra condição poliúrica sem glicosúria (diabete insípida). Também 
descreveu a catarata diabética e o odor de acetona (que relacionou com maçãs) na 
respiração de alguns pacientes. Prescrevia como tratamento uma dieta rica em carne e 
pobre em carboidrato, suplementada com componentes anoréticos, como antimônio, 
ópio e digitais. Esse regime diminuiria a glicemia e melhoraria os sintomas da doença em 
alguns pacientes.
William Prout incluiu o coma entre as complicações da diabete. Noyes 
observou que uma forma de retinite ocorria em pacientes glicosúricos (MC FARLANE et 
al., 1997). KUSSMAUL (1874) descreveu a cetoacidose diabética.
Apesar de a diabete melito ser patologia conhecida há séculos, sua correlação 
com o pâncreas e as ilhotas de Langerhans é descoberta relativamente recente na história 
da medicina. Segundo BUSNARDO et al. (1983), na Antigüidade os gregos foram os 
primeiros a reconhecer o pâncreas como um órgão distinto, mesmo não conhecendo sua 
função. Galeno citou vagamente o órgão e não se sabe se Hipócrates o associou com 
alguma doença. A primeira descrição do pâncreas é atribuída ao pai da anatomia 
científica, Herophilus de Chaldecon (ano 300 a.C.). Rufus de Ephesus (ano 100 d.C.) 
denominou de pâncreas o órgão (pan: todo; krear. carne), provavelmente devido à 
ausência de estrutura óssea ou cartilagem.
SINGER (1957) cita Andréas Versalius, no século XVI, como o primeiro a 
definir o pâncreas como glândula, em seu tratado Fábrica do Corpo Humano. Segundo 
BRUNSCHWIG (1937), Versalius desconhecia o sistema ductal pancreático e atribuía ao 
órgão a função de proteger o estômago. Johann George Wirsung, em 1642, descreveu o 
dueto principal do pâncreas (BRUNSCHWIG, 1937). Ainda no século XVII, Thomas 
Warton, em um estudo de todos os tecidos glandulares do corpo humano, notou a 
semelhança entre a estrutura do pâncreas e a das glândulas submandibulares (METTLER, 
1947). Em 1797 o anatomista alemão Von Siebold publicou uma tese sobre o aparelho 
salivar, na qual a glândula parótida, a submaxilar, a sublingual e o pâncreas foram 
considerados constituintes do mesmo sistema (WHIPLE, 1942). Pesquisando as
secreções do pâncreas em cães, foi possível a Franciscus de Le Boe (também conhecido 
por Sylvius) observar a importância do órgão na digestão. Coube a seu aluno Regnier de 
Graaf, com base na análise das secreções pancreáticas colhidas de um  marinheiro morto 
em acidente, demonstrar a sua semelhança com os achados dos estudos em cães.
Albrecht Von Haller, no século XVIII, observou que o dueto pancreático entra 
no duodeno em conjunto com o dueto biliar, sugerindo ter a secreção pancreática a 
função de diluir a bile (BUSNARDO et a l,  1983). Em 1742 Santorini ilustrou o dueto 
pancreático acessório (BUSNARDO et a l,  1983).
A função pancreática na digestão, entretanto, antes apenas vislumbrada, só no 
século XIX começou a ser entendida, graças aos estudos de Claude Bernard. Ele 
demonstrou que o suco pancreático emulsifica os alimentos gordurosos, decompondo-os 
em glicerina e ácidos graxos; tem ação proteolítica sobre as proteínas e converte amido 
em açúcar (BUSNARDO et a l,  1983). Também desenvolveu as técnicas de ligadura do 
dueto pancreático, demonstrada posteriormente por outros autores como causa de 
degeneração do tecido exócrino, com preservação do endócrino.
Langerhans, que ainda estudante de Medicina publicara um  artigo descrevendo 
as ilhotas (LANGERHANS, 1867), publicou em 1869 uma tese intitulada Contribuição da 
Anatomia Microscópica do Pâncreas (LANGERHANS, 1869); nesses estudos, com auxílio de 
técnicas de transiluminação e secções de tecido analisadas com corantes, ele descreveu a 
estrutura das ilhotas. Em 1882 Kuhne descreveu a rede de capilares ao redor das ilhotas 
(BROE et a l, 1981).
VON MERING e MINKOWSKI (1890) foram os primeiros a demonstrar que 
a remoção cirúrgica do pâncreas em cães é seguida de diabete geralmente fatal. Motivado 
por um debate entre os dois pesquisadores, esse experimento visava verificar se um cão 
sobreviveria a uma pancreatectomia total. Foi um funcionário do laboratório que notou 
que a urina dos cães pancreatectomizados atraía moscas, em contraste com a dos cães 
não-pancreatectomizados. Essa foi a primeira associação entre a mais antiga doença 
endócrina humana descrita, com o seu sítio de origem. Desde então aumentou o interesse 
pelo pâncreas como órgão de função endócrina.
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Laguesse, em 1893, descreveu em detalhes as características histológicas das 
ilhotas preservadas em pâncreas atrofiados após a ligadura do dueto de Wirsung, 
denominando-as “ilhotas de Langerhans”; concluiu ainda que elas são responsáveis pela 
secreção endócrina pancreática (BENSLEY, 1911).
Segundo sugeriu Schaefer em 1895, as ilhotas de Langerhans estariam lesadas 
em portadores de diabetes (BENSLEY, 1911).
Diamare em 1899 e Schulze em 1900 demonstraram que as ilhotas de 
Langerhans contêm pelo menos duas variedades celulares, às quais Lane, em 1907, 
denominou células A e B (BENSLEY, 1911). Schulze demonstrou ainda que após a 
ligadura do dueto de Wirsung as ilhotas permaneciam intactas, em contraste com a atrofia 
do resto do parênquima.
A existência de corpos hialinos nas ilhotas de Langerhans de pacientes 
diabéticos, descrita por Eugene Opie em 1901, fornecia evidências sobre a sua atuação na 
doença (BUSNARDO et al., 1983).
Moses Barron, de Minnesota, em um artigo intitulado Relação das Ilhotas de 
Lxingerhans com a Diabetes com Referência Especial aos Casos de LJtíase Pancreática evidencia que 
as ilhotas estão associadas à etiologia da diabetes e que esta não existe nas doenças 
pancreáticas em que não há o envolvimento das ilhotas (BUSNARDO et al., 1983).
MEYER (1909) deu o nome de “insulina” (do latim insulx. ilha) ao hormônio 
que diminui os níveis de glicose sanguínea, cuja existência na época era hipotética e cuja 
produção ele atribuía às ilhotas de Langerhans.
BANTING e BEST (1922) foram os primeiros a isolar a insulina. Na 
Universidade de Toronto eles extraíram “isletina” do pâncreas de um cão que tivera seu 
dueto pancreático ligado 10 semanas antes. Essa substância foi injetada em outro cão, em 
coma diabético devido a uma pancreatectomia prévia, o qual em pouco tempo se 
recuperou e começou a deambular. Curiosamente a análise das anotações de Frederic 
Banting indicam que inicialmente ele explorou a possibilidade do transplante de ilhotas de 
Langerhans purificadas isoladas de cães com o dueto pancreático ligado, abandonou no
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entanto essa linha de pesquisa, o que veio a resultar no isolamento da insulina 
(BRUNSCHWIG, 1937).
O uso da insulina exógena aumentou muito a sobrevida de pacientes diabéticos, 
mas não evitou que a doença continuasse a apresentar significativa morbidade e 
mortalidade. Como não foi obtido com a insulina completo controle da diabete, outras 
modalidades terapêuticas continuaram a ser pesquisadas, com destaque para o transplante 
de tecido pancreático.
2.2 TRAN SPLAN TE  DE ILHOTAS DE LAN G ERH AN S
O transplante de órgãos, atualmente rotina como opção terapêutica no 
tratamento de diversas doenças, tem sua primeira referência no procedimento realizado 
pelos médicos e santos Cosme e Damião no século III d.C. (MULLER-RUCHHOLTZ, 
1999): eles trataram um paciente branco removendo-lhe uma das pernas e transplantando 
nele a perna de um paciente negro morto no mesmo dia. Outro episódio clássico foi o do 
Papa Inocêncio VIII, que, no ano de 1492, na tentativa de obter rejuvenescimento tomou 
o sangue coletado de três meninos; os meninos faleceram e o papa aparentemente não se 
beneficiou com seu ato, morrendo no mesmo ano.
Desde o fim do século passado, inúmeros investigadores vieram tentando 
realizar enxertos pancreáticos em mamíferos. Inicialmente os experimentos utilizavam o 
órgão inteiro e somente em um pequeno número de casos tiveram sucesso comprovado 
através de testes funcionais e histológicos. O crescente avanço das pesquisas culminou 
com os bons resultados atuais do transplante de pâncreas em humanos.
Numa fase intermediária, iniciaram-se estudos para viabilizar o transplante de 
fragmentos de tecido pancreático de animais — fetos, recém-nascidos e adultos. 
Paralelamente, as técnicas de isolamento de ilhotas de Langerhans puras, sem o 
componente exócrino do tecido pancreático, foram sendo aperfeiçoadas até se chegar ao 
primeiro transplante realizado em ratos.
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Pode-se dizer que a história dos enxertos pancreáticos se iniciou com 
Minkowski, em 1892, com o objetivo de tratar a diabete em um modelo de diabete 
cirúrgica em cães (COUPLAND, 1960): ele transplantou o pâncreas no tecido 
subcutâneo da parede abdominal usando um pedículo vascular. Não foi observada 
nenhuma melhora nos níveis glicêmicos.
BENSLEY (1911) foi o primeiro a reportar o isolamento de ilhotas de 
Langerhans em um estudo sobre sua morfologia realizado em porcos-da-guiné. Após o 
sacrifício do animal, o pâncreas era distendido com corante vermelho neutro por infusão 
através da aorta, ficando imediatamente com coloração rosada — as ilhotas de Langerhans 
se destacavam do resto do tecido por ficarem coradas de vermelho. À medida que o 
corante evaporava, inicialmente do tecido exócrino, as ilhotas se desprendiam, podendo 
ser isoladas e analisadas por microscopia óptica.
Em 1912 Pratt e Murphy relataram seu insucesso na tentativa de realizar em 
cães um enxerto pancreático com pedículo vascular na circulação esplénica 
(COUPLAND, 1960).
Tampouco obtiveram sucesso Hédon (1913), Houssay e Molinelli (1927) e La 
Barre (1927) em experimentos com enxertos pancreáticos ortotópicos em cães diabéticos, 
pois não conseguiram demonstrar nenhuma diminuição nos níveis glicêmicos (GAYET e 
GUILLAUMIE, 1927).
GAYET e GUILLAUMIE (1927) realizaram transplante de pâncreas em cães 
submetidos previamente a uma pancreatectomia total, no qual o órgão foi anastomosado 
à circulação carótida e jugular. Esse foi o primeiro experimento que resultou em 
diminuição significativa da glicemia sanguínea, mesmo que apenas durante 6 horas. Em 
1936, Bottin, também em experimento com anastomose do pâncreas na circulação 
carótido-jugular, obteve níveis normais de glicemia durante 7 dias (COUPLAND, 1960).
SELLE (1935) usou fragmentos de pâncreas fetal canino mantidos em meio de 
cultura ou tecido pancreático obtido do pâncreas de cães adultos após ligadura do dueto 
pancreático principal para transplantá-los no tecido subcutâneo axilar ou na virilha de
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cães pancreatectomizados. No entanto não observou nenhuma evidência de atividade 
insulínica e os enxertos foram reabsorvidos completamente em 3 semanas.
BROWNING e RESNIK (1952) publicaram os resultados de seus
experimentos em camundongos normoglicêmicos e diabéticos em que transplantaram 
tecido pancreático na câmara anterior do olho, na região subcapsular esplénica e no 
tecido subcutâneo; foram usados pâncreas de embriões, de recém-nascidos e de adultos. 
Os autores não tiveram a preocupação de separar o tecido endócrino do exócrino. No 
caso de homoenxertos na câmara anterior do olho, observaram sobrevida indefinida do 
tecido, porém sem repercussão na glicosúria de camundongos diabéticos; nesses animais 
os ácinos pancreáticos tornaram-se cistos. Nos aloenxertos observaram absorção do 
tecido em 3 semanas, ocorrendo o mesmo em todos os transplantes posicionados abaixo 
da cápsula do baço. Os transplantes de tecido pancreático de recém-nascidos colocados 
no tecido subcutâneo apresentaram sobrevida indefinida e redução nos níveis de
glicosúria em 66% dos casos.
DUBOIS e GONET (1960) injetaram fragmentos pancreáticos de fetos de 
ratos no testículo de ratos albinos diabéticos pela injeção de aloxan; os níveis
hiperglicêmicos dos receptores regrediram em 48 horas. Em experimento subseqüente 
injetaram extrato dos testículos dos animais transplantados nos testículos de ratos 
normais, causando coma hipoglicêmico e morte em 2 horas.
COUPLAND (1960) transplantou tecido pancreático fetal de ratos na câmara 
anterior do olho de ratos adultos: o tecido dos fetos foi transplantado para a mãe para 
diminuir os índices de rejeição. Nos enxertos que persistiram mais de 1 ano, o tecido 
pancreático constituía-se quase que exclusivamente de ilhotas de Langerhans.
HOUSE et al. (1962) relataram alotransplantes de tecido pancreático de
hamsters recém-nascidos no tecido subcutâneo da face de hamsters adultos diabéticos 
pela injeção de aloxan. Informaram que obtiveram reversão dos níveis hiperglicêmicos, 
porém não fornecem no artigo os resultados em longo prazo.
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HELLERSTROM (1964), num experimento em camundongos com o intuito 
de obter ilhotas de Langerhans para estudos metabólicos, introduziu o uso do 
microscópio de dissecção como parte da técnica de isolamento.
MOSKALEWSKI (1965), realizando estudos sobre a morfologia das ilhotas de 
Langerhans em porcos-da-guiné, foi o primeiro a utilizar a enzima colagenase para 
separar o tecido exócrino pancreático. Após a pancreatectomia, o órgão foi seccionado 
com tesoura até ser reduzido aos menores fragmentos possíveis, que foram lavados com 
solução salina balanceada de Hanks e incubados a 37°C em solução contendo a enzima. 
A seguir, as ilhotas foram isoladas manualmente com o auxílio de um microscópio de 
dissecção. Devido à ação da enzima, o tecido exócrino foi desprendido facilmente do 
endócrino. A utilização da colagenase foi um avanço que permitiu a obtenção de ilhotas 
de Langerhans em número suficiente para tornar possível o transplante livre do tecido 
acinar responsável pelas secreções exócrinas.
LACY e KOSTIANOVSKY (1967) introduziram o método de distensão do 
pâncreas com solução salina balanceada de Hanks através de canulação do dueto biliar 
comum, para o isolamento de ilhotas de Langerhans em ratos Wistar, com a finalidade de 
estudos bioquímicos. O órgão distendido foi excisado e colocado em um frasco com 
solução de colagenase, no qual foi seccionado em pequenos pedaços e incubado a 37°C 
durante 20 minutos. Na seqüência, o material foi lavado oito vezes com solução salina 
balanceada de Hanks e as ilhotas isoladas manualmente com o auxílio de microscópio 
óptico.
O primeiro transplante de ilhotas de Langerhans realizado em ratos por 
YOUNOSZAI et al., (1970) marca o início da era moderna no que respeita a seu uso para 
enxertos (SUTHERLAND, 1981), embora os níveis glicêmicos dos animais tenham 
permanecido normais por curto período de tempo e todos tenham apresentado rejeição. 
Os transplantes de fragmentos pancreáticos até então experimentados não tinham 
mostrado resultados satisfatórios.
Deve-se a BALLINGER e LACY (1972) o primeiro transplante de ilhotas de 
Langerhans com bons resultados em longo prazo, num estudo realizado em ratos Lewis.
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Foram eles também os primeiros a utilizar o isolamento das ilhotas do resto do tecido 
pancreático através do método de gradiente de densidade com o uso da solução de 
Ficoll®. O experimento consistiu em isoenxertos entre ratos Lewis e em aloenxertos com 
ratos Wistar como doadores e ratos Lewis como receptores (neste grupo foi usada 
imunossupressão com azatioprina). Diabete química foi induzida com estreptozocina. 
Quatrocentas a seiscentas ilhotas foram transplantadas na cavidade peritoneal ou no 
músculo da coxa. Ao final do experimento (3 meses), os animais receptores apresentavam 
níveis normais de glicemia; os aloenxertos foram avaliados durante somente 5 semanas e 
nesse período 50% dos animais permaneceram euglicêmicos.
PANIJAYANOND et al. (1973) realizaram experimento semelhante em 
camundongos, em cuja cavidade peritoneal enxertaram ilhotas de Langerhans, 
conseguindo normalização dos níveis glicêmicos. Resultados igualmente satisfatórios 
foram obtidos por RECKARD et. al. (1973) e LORENZ et al. (1975) em experimentos 
com ratos.
KEMP et al. (1973) demonstraram que o mesmo número de ilhotas que é 
parcialmente eficaz na reversão dos níveis glicêmicos quando transplantadas na cavidade 
peritoneal é totalmente efetivo se transplantadas no fígado através de injeção na veia 
porta. Conjeturaram os autores que isso se devia ao suprimento sanguíneo, que é 
imediatamente disponível no território portal.
GOTOH et al. (1985), relatando transplante de ilhotas de Langerhans em 
camundongos, descreveram o método de digestão intraductal através da injeção de 
solução de colagenase pelo dueto biliar comum para a distensão do pâncreas. Essa 
inovação técnica permitiu o isolamento de um maior número de ilhotas por pâncreas.
Diversos autores realizaram o implante das ilhotas em outros sítios: no tecido 
subcutâneo de ratos e camundongos (HELMKE et a l,  1975; KRAMP et a l,  1976; 
NELKEN et a l, 1977); no tecido intramuscular (KEMP et a l,  1973; KONCZ et a l, 
1976); no intratesticular (FERGUSON e SCOTHORNE, 1973); no intrapancreático e 
nas glândulas salivares (GEORGAKAIS, 1979); abaixo da cápsula renal (BOWEN et a l, 
1980; REECE-SMITH et a l, 1981; TOLEDO-PEREYRA et a l ,  1984; KANAI et a l.
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1989; POSSELT et a l, 1990; FUKUZAICI et a l, 1991; FABIAN et a l, 1992; 
KAUFMAN et al., 1992; HAO et al., 1992; FUKUZAKI et al., 1993; COULOMBE et 
al., 1994; CHAHINE et a l, 1994; LENSCHOW et a l, 1995; STEURER et a l, 1995; 
SHAPIRO e LIU, 1995; PARKER et a l, 1995; ROSSINI et a l, 1996; COULOMBE et 
a l, 1996; ZHENG et a l, 1997; TRAN et a l, 1997; GAINER et a l,  1997; AUERSVALD 
et a l, 1997; BASADONNA et a l, 1998; ZHENG et a l, 1999); no ventrículo cerebral 
(TZE et a l,  1984); na circulação pulmonar, por embolização (SLIJEPCEVIC et a l, 1975); 
intratímico (POSSELT et a l, 1990); no baço, através de injeção via artéria esplénica 
(FELDMAN et a l,  1977; FINCH et a l, 1977; RECKARD et a l,  1977; FRANKLIN et 
a l, 1979; ANDERSON, 1979); no fígado, através de injeção na veia porta (FAUSTMAN 
et a l, 1981; SHIZURU et a l, 1987; POSSELT et a l, 1990; HAO et a l,  1992; ASAKURA 
et a l, 1997).
2.3 RESPO STA  IM UN E ALO G ÊN ICA
GORER (1937) demonstrou pela primeira vez a resposta imune do organismo 
a um tecido transplantado. Foram realizados transplantes de tecido tumoral (sarcoma) 
entre diferentes linhagens de camundongos, observando-se nos receptores a formação de 
anticorpos capazes de aglutinar hemácias do sangue de camundongos da mesma espécie 
que os doadores.
Com a comprovação por MEDAWAR (1944) de que o processo de rejeição a 
transplantes é um evento imunológico, diversas técnicas foram desenvolvidas com o 
objetivo de controlar essa reação.
DEMPSTER et al. (1950) demonstraram o prolongamento da sobrevida de 
enxertos de pele em coelhos submetidos a radioterapia. Os mesmos efeitos foram 
observados por BILLINGHAM et al. (1951) utilizando corticosteróides e por MEEKER 
et al. (1959) utilizando 6-mercaptopurina também em enxertos de pele em coelhos. 
CALNE e MURRAY (1961) aumentaram a sobrevida de enxertos renais em cães com a
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utilização da azatioprina. MARCHIORO et al. (1964) verificaram em estudos 
experimentais a ação sinérgica da azatioprina com a prednisona, drogas que também 
STARZL et al. (1964) utilizaram em transplantes renais em humanos, precipitando uma 
revolução na área de transplante de órgãos.
Essa linha de ação de provocar imunossupressão vem sendo adotada até os dias 
de hoje com o desenvolvimento de novas drogas, como a ciclosporina, que se tornou 
disponível clinicamente no fim da década de 70 (CALNE et al., 1979) e o FK 506 
(STARZL et a l,  1989).
BILLINGHAM (1953) foi o primeiro a induzir um estado de tolerância 
imunológica a transplante. Fetos de camundongos foram imunizados intra-útero com 
uma suspensão de tecido de camundongos adultos de outra linhagem. Com oito semanas 
de vida os animais foram submetidos a enxerto de pele proveniente de camundongos da 
mesma linhagem que os doadores do tecido para imunização e não apresentaram rejeição. 
Esse estudo confirmou uma das predições feitas por Burnet e Fenner em 1949, de que a 
exposição de animais a antígenos antes do desenvolvimento do sistema imune poderia 
promover a tolerância imunológica.
SNELL (1957) demonstrou a importância da presença de células de origem 
linfóide no tecido doado, para a iniciação da resposta imune no receptor.
BRETSCHER e COHN (1970) propuseram o modelo de ativação linfocitária 
através de dois sinais. Atualmente a maioria das terapias pesquisadas para induzir 
tolerância a aloenxertos têm sua base nesse modelo, originalmente descrito para explicar a 
discriminação do sistema imune entre tecido próprio e não-próprio e baseado na 
existência de antígenos não-expressos ou encontrados no timo. Para a proliferação de um 
clone de linfócitos T específicos a um determinado antígeno, a APC deve estimular o 
linfócito T através de dois sinais independentes: a) sinal 1, quando o próprio antígeno 
ligado às moléculas da classe II do MHC na membrana da APC se liga ao TCR; b) sinal 2, 
quando moléculas coestimuladoras presentes na membrana da APC se ligam a outros 
receptores do linfócito T. A presença isolada do sinal 1 induz a célula a um estado de 
anergia ou apoptose, não se verificando a expansão clonal linfocitária específica ao
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antígeno. Essa é a base do mecanismo para reconhecimento de um tecido próprio e de 
um não-próprio durante a fase de desenvolvimento do organismo. Linfócitos T 
precursores específicos de um determinado antígeno reconhecido como próprio do 
organismo que desencadeariam uma resposta auto-imune são induzidos a um estado de 
anergia no momento em que são apresentados a esse antígeno no timo por APCs que 
expressam em suas membranas os antígenos de classe II do MHC (sinal 1) porém não 
expressam as moléculas necessárias para o sinal de coestimulação (sinal 2). Processo 
semelhante induz os linfócitos auto-reativos à morte celular programada (apoptose) 
quando expostos aos antígenos no estroma da medula óssea (NAGATA, 1997). A 
presença isolada do sinal coestimulatório (sinal 2) não desencadeia nenhuma resposta 
linfocitária. Esses achados foram comprovados por inúmeros experimentos subseqüentes 
(LAFERTY e CUNNINGHAM, 1975; PAETKAU et a l, 1976; LAFFERTY et a l, 1978; 
LAFFERTY, 1980). Segundo HOLLANDER et al. (1999), esse mecanismo assegura 
irresponsividade do sistema imune aos antígenos próprios do organismo — um estado 
funcional denominado tolerância central
LAFERTY et al. (1975) observaram que antígenos de tecidos de origem não- 
hematopoética não são capazes de induzir resposta imune celular in vivo, a não ser que 
células hematopoéticas viáveis estejam presentes e funcionem como provedoras da 
atividade coestimulatória. A partir desse trabalho, o modelo de ativação linfocitária 
através de dois sinais começou a ser alvo de estudos para indução de tolerância a 
aloenxertos.
2.3.1 S in a l  1 d e  a t iv a ç ã o  l in f o c it á r ia  e  a  m o l é c u l a  CD45
O sinal 1 na ativação linfocitária, referindo-se à interação do antígeno expresso 
nas moléculas transcritas a partir do MHC na membrana das APCs com o receptor da 
célula T (TCR) nos linfócitos T, é modulado pelo grupo de proteinotirosinofosfatases 
(PTPs) CD45 que regulam a atividade das proteinotirosinoquinases (PTKs) presentes na 
porção citoplasmática do TCR (BASADONNA et a l,  1998).
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Reif e Allen, em 1963, identificaram pela primeira vez a  glicoproteína CD45 
durante a caracterização imunológica das moléculas de superfície dos leucócitos, com 
base em sua antigenicidade (TROWBRIDGE, 1991). Essa mesma molécula, também 
identificada por Boyse e Old em 1969, inicialmente chamou a atenção devido à sua 
abundância (ocupa cerca de 10% da superfície celular), ã sua distribuição exclusiva em 
leucócitos e à sua estrutura distinta (TROWBRIDGE, 1991).
TROWBRIDGE e MAZAUSKAS (1976) denominaram-na LCA (antígeno 
leucocitário comum) ou T200, significando sua presença em linfócitos T e ao peso 
molecular de aproximadamente 200.000 quilodáltons. Embora essas características 
sugerissem uma função importante, havia poucas evidências diretas relacionando-a com 
as respostas linfocitárias a antígenos (FARBRE e WILLIAMS, 1977; DALCHAU et a l, 
1980).
CHABORNNEAU et al. (1988) determinaram a similaridade da seqüência 
citoplasmática de aminoácidos da CD45 com a proteinotirosinofosfatase (PTP) 
placentária 1B. TONKS et al. (1988) confirmaram a atividade da CD45 como PTP e 
desta determinaram duas classes: transmembranosa (CD45) e citoplasmática (PTB 1B 
placentária).
A associação de fosfato com proteína já é conhecida desde o século XIX; em 
1906 descobriu-se que essa associação ocorre por uma ligação covalente e em 1933 o 
primeiro fosfoaminoácido foi isolado de uma proteína (HUNTER e COOPER, 1985). 
Desde então uma grande variedade de ligações covalentes de fosfato com proteínas 
foram demonstradas, as mais comuns envolvendo esterificação de fosfato com serina e 
treonina. A descrição de fosfato esterificado com tirosina foi realizada por Eckhart em 
1979 (HUNTER e COOPER, 1985). CARPENTER et a l,  em 1979, foram os primeiros 
a observar a atividade de uma proteinotirosinofosfatase em membranas de células A431 e 
células mutantes pela ação do vírus Rous causador de sarcoma (FISCHER et a l,  1991). 
Em 1980 Hunter demonstrou que nos animais todas as células contêm baixos níveis de 
fosfotirosina (HUNTER e COOPER, 1985). A fosfotirosina não fora reconhecida 
anteriormente devido à grande quantidade de fosfotreonina, que mascarava sua presença.
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A existência de fosfotirosina de maneira estável e reversível implica a presença de uma ou 
mais proteinoquinases capazes de fosforilar, e também a de uma proteinofosfatase capaz 
de defosforilar a tirosina.
Nos últimos anos uma grande variedade de sistemas foram descritos
envolvendo a fosforilação de tirosina. Seis genes celulares já foram identificados 
codificando proteinotirosinoquinases (PTKs) e há indicações da existência de muitos 
outros (HUNTER e COOPER, 1985). Algumas PTKs foram purificadas e extensi­
vamente caracterizadas; além disso tiveram demonstrada a sua capacidade de fosforilar 
substratos não-protéicos, como o fosfatidilinositol (HUNTER e COOPER, 1985). 
Bishop, em 1987, demonstrou que a fosforilação da tirosina é implicada no controle do 
crescimento e proliferação de células normais e neoplásicas (FISHER et a l, 1991). A 
transdução de alguns sinais através da membrana celular é mediada pela fosforilação da 
tirosina e depende do balanço enzimático entre as PTKs e PTPs (HUNTER, 1989; 
WEISS, 1993; KOZIERADZKI et a l, 1997). Nos linfócitos T e B a transdução de sinais 
e a resposta biológica mediada por receptores de superfície antígeno-específicos
necessitam da expressão da PTP transmembranosa CD45.
Segundo estudos de PINGEL e THOMAS (1989), não existe proliferação 
celular ou produção de citocinas em resposta a um antígeno em linfócitos T CD4 
mutantes que não expressem CD45 em sua membrana, o que os levou a definir a CD45 
como reguladora positiva do crescimento celular, indispensável para a proliferação de 
linfócitos estimulados por antígeno.
KORETZKY et al. (1991) demonstraram que células leucêmicas Jurkat CD4+,
deficientes em CD45, não respondem com aumento da fosforilação da tirosina, geração
de derivados do inositol ou produção de interleucina 2 após estímulo com anticorpos 
monoclonais anti-TCR ou anti-CD2
Segundo KLAUSNER e SAMELSON (1991), a fosforilação da tirosina é o 
evento intracelular mais precoce após o estímulo do receptor do linfócito T. O reconhe­
cimento de antígenos pelos linfócitos T é mediado pelo complexo do TCR e resulta no
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início de uma íeação em cadeia que induz a expressão de produtos de genes cruciais para 
a ativação linfocitária e para o início da resposta imune.
BARBER et al. (1989) demonstraram que a PTK p561ck está ligada à porção 
citoplasmática do receptor CD4 linfocitário. Segundo GAUEN et al. (1992), a PTK 
p59fyn também está ligada à porção citoplasmática do receptor CD4 e a uma das cadeias 
do TCR.
KORETSKI et al. (1992) demonstraram que a expressão de CD45 é necessária 
para o aumento da fosforilação da tirosina intracelular dependente das PTKs p59íyn e 
p561ck e da concentração intracelular de cálcio e para a generação de fosfatases derivadas 
do inositol em resposta a um estímulo com anticorpos monoclonais anti-CD3.
Segundo DEANS et al. (1992), o mesmo ocorre após a ativação do 
linfócito T CD4 através da interação do antígeno ligado ao MHC das células 
apresentadoras de antígenos e o TCR. As PTKs p59fyn e p561ck normalmente se 
encontram fosforiladas no linfócito T em repouso. Esse estado de fosforilação determina 
uma conformação estrutural à enzima, na qual a sua porção ativa não é acessível ao seu 
substrato. Logo, após a ativação do linfócito T, a PTB CD45 defosforila as PTKs, 
tornando-as ativas e iniciando a cascata de reações que irá terminar com a ativação de 
fatores de transcrição no núcleo da célula e determinar a produção de interleucinas. As 
PTKs p59fyn e p561ck ativadas ativam por sua vez a PTK ZAP70, formando um 
complexo de PTKs ancoradas na porção citoplasmática do TCR. Os substratos para essas 
PTKs são a enzima fosfolipase Cyl, que ativada produz DAG (diacilglicerolquinase) e IP3 
(inositol 1,4,5-trifosfato), e as enzimas Vav e Shc, que irão ativar a proteína de ligação 
entre receptor e efetor Ras. Esses substratos determinam três vias de ativação de fatores 
de transcrição: a primeira é a ativação da PKC (proteinoquinase C) pelo DAG, que por 
sua vez irá ativar mensageiros secundários, lipídios e fosfolipídios ativos como fatores de 
transcrição; a segunda é o aumento da concentração citoplasmática de cálcio determinado 
pelo IP3, ativando a fosfatase calciocalmodulina, sensível a calcineurina, que por sua vez 
ativa o fator de transcrição NFAT (fator nuclear de células T ativadas); a terceira é a 
ativação de uma cascata de serino e treoninoquinases pela proteína de ligação Ras, que se
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inicia com a enzima R afl, continua com a ativação seqüencial das quinases MEK, MAP e 
p90rsk e por fim ativa fatores de transcrição (WEISS et a l, 1993). Essa cadeia de reações 
é sensível a modificações na expressão de CD45 e de outras proteínas na membrana 
celular componentes do TCR ou dos sinais coestimulatórios (sinal 2).
Atualmente só existem evidências de qual seria o ligante natural da molécula CD45. 
Alguns autores consideram a molécula CD22 esse ligante natural (STAMENKOVIC et al, 
1991; TROWBRIDGE, 1991; ARUFFO et a l, 1992; TROWBRIDGE e THOMAS, 1994), 
hipótese essa, porém, não compartilhada por outros pesquisadores (CLARK, 1993; ENGEL et 
a l, 1993).
2 .3 .2  M o d u l a ç ã o  d o  s is t e m a  im u n e  c o m  
ANTICORPOS MONOCLONAIS ANTI-CD45
Em estudo sobre a especificidade das globulinas policlonais antilinfocitárias, em 
que iniciaram a pesquisar a utilização dos anticorpos monoclonais anti-CD45 como 
indutores de um estado de anergia imune ante um aloenxerto, WARR e 
MARCHALONIS (1976) notaram a existência de reatividade a muitos antígenos na 
membrana linfocitária (CD2, CD3, CD4, CD5, CD8, C D lla , CD25 e CD74), incidindo 
sobre o CD45 a reação mais intensa. Esses mesmos achados foram observados por 
outros autores (FABRE e WILLIAMS, 1977; FABRE et a l,  1980; BONNEFOY- 
BERARD et a l, 1991; REBELLATO et a l, 1994).
FABRE et al. (1980), em modelo de aloenxertos em ratos, demonstraram que a 
globulina antilinfocítica específica para CD45 não foi tão efetiva quanto a globulina 
policlonal antilinfocítica no prolongamento da sobrevida dos enxertos, assim como não 
foi eficaz o anticorpo monoclonal anti-CD45 0X 1, específico a todas as formas de 
CD45.
Estudos do anticorpo monoclonal anti-CD45 demonstram sua capacidade de 
inibir a resposta linfocitária a aloantígenos (HARP et a l,  1983); a citotoxicidade específica 
a aloantígenos (LEFRANCOIS e BEVAN, 1985); a função de linfócitos natural killers 
(BROOKS e HOLSCHER, 1987); a ativação de linfócitos B (MITTLER et a l, 1987;
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LEDBETTER et a l, 1988); a estimulação de linfócitos T por células dendríticas 
(PRICKET e HART, 1990) e a quimiotaxia de neutrófilos (HARVATH et a l, 1991).
LAZAROVITS et al. (1992) foram os primeiros a demonstrar o potencial 
modulador do sistema imune do anticorpo monoclonal anti-CD45RB. Em estudo in vitro, 
demonstraram que o anticorpo inibe a reação linfocitária a aloantigenos: analisando 
linfócitos T CD4, verificaram inibição na expressão de receptores para interleucina 2 e 
bloqueio da progressão do ciclo celular para a fase proliferativa quando as células foram 
submetidas a estimulo antigênico na presença do anticorpo monoclonal anti-CD45RB 
MT3. Nesse experimento, os anticorpos monoclonais anti-CD45 GRT4 e 0X 1 , especí­
ficos a todas as formas da molécula, foram inefetivos in vitro.
Foram também LAZAROVITS et al. (1996) pioneiros em demonstrar a 
eficácia do anticorpo monoclonal anti-CD45 para prolongar a sobrevida de aloenxertos; 
os autores utilizaram o anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 no tratamento de 
aloenxertos renais em camundongos. Em alguns animais que apresentaram rejeição aguda 
foi possível a regressão do quadro; outro grupo tratado com o anticorpo monoclonal 
anti-CD45RB (MB4B4) não apresentou diferenças em relação aos controles, manifes­
tando rejeição precocemente.
2.4 IM U N O M O D U LAÇÃO  NO TRAN SPLAN TE 
DE ILH O TAS D E LAN G ERH AN S
2 .4 .1  M o d u l a ç ã o  d o  s in a l  1  e  d o  s in a l  2  n a  a t iv a ç ã o  l in f o c it á r ia
BOWEN et al. (1980) tentaram modular a resposta imune através da 
diminuição da quantidade de APCs no enxerto. As ilhotas de Langerhans de 
camundongos BALB/c foram mantidas em meio de cultura com 95% de O2 e 5% de 
CO2 durante 7-12 dias após o isolamento; após esse período foram transplantadas abaixo 
da cápsula renal de recipientes não-diabéticos (camundongos CBA/H). A análise 
histológica dos enxertos não demonstrou reação ao aloenxerto em um período de
seguimento de até 3 meses. As APCs são as responsáveis pelo início da resposta imune, 
pois expressam em sua membrana moléculas transcritas a partir do MHC do doador, 
reconhecidas pelos linfócitos T do receptor como estranhas ao organismo, de acordo 
com a teoria proposta pela primeira vez por SNELL (1957). A metodologia desse 
experimento se baseou no transplante de tecido tireóideo realizado por STONE et al. 
(1934), que submeteram o enxerto a um período de cultura antes do procedimento, 
obtendo excelentes resultados em termos de diminuição dos níveis de rejeição. Também 
se baseou no experimento de LAFFERTY e WOOLNOUGH (1977), no qual tecido 
tireóideo e paratireóideo foram mantidos em meio de cultura com 95% de O2 e 5% de 
CO2 durante 3 a 4 semanas antes do transplante alogênico em camundongos; os animais 
não apresentaram rejeição durante um longo tempo de seguimento. A modulação do 
sistema imune obtida com essa metodologia pôde ser revertida através do transplante 
subseqüente de tecido tireóideo da mesma espécie dos doadores não-mantido em meio 
de cultura: esse segundo transplante introduziu no receptor células apresentadoras de 
antígenos que iniciam a resposta imune. Os mesmos resultados em camundongos com a 
mesma metodologia foram observados por SIMEONOVIC et al. (1980), PROWSE et al. 
(1982), COULOMBE et al. (1994), COULOMBE e GILL, (1994a), COULOMBE e 
GILL, (1994b).
FAUSTMAN et al. (1981) diminuíram a antigenicidade de ilhotas de 
Langerhans de camundongos C57BL/6, transplantadas no território portal de 
camundongos B10.BR/SgSnJ diabéticos pela injeção de estreptozocina. Previamente ao 
procedimento, as ilhotas dos doadores foram tratadas com soro contendo complemento 
e anticorpos contra antígenos da classe Ia expressos em macrófagos e em células 
dendríticas que habitualmente estão presentes junto às ilhotas, causando destruição dessas 
células. Os cinco animais receptores apresentaram funcionamento do enxerto por mais de 
200 dias, em contraste com o grupo controle sem tratamento, que apresentou rejeição 
entre 5 e 12 dias. Dois animais com mais de 200 dias pós-transplante foram submetidos a 
uma injeção de esplenócitos com APCs de camundongos da mesma raça dos doadores, 
rejeitando prontamente os enxertos.
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KANAI et al. (1989) avaliaram o efeito de múltiplos transplantes de ilhotas de 
Langerhans no mesmo receptor, usando um pequeno número de cada vez. O princípio 
dessa metodologia é a introdução de pequena carga antigênica, não-suficiente para 
desencadear resposta imune no receptor, em múltiplos procedimentos, até se atingir o 
número de ilhotas suficiente para a reversão dos níveis hiperglicêmicos. Nessa pesquisa, 
camundongos B6AF diabéticos pela administração de estreptozocina receberam as ilhotas 
de camundongos C3H abaixo da cápsula renal. Nos animais submetidos a 4 transplantes 
de 50 ilhotas cada, com intervalo de 4 dias (8 animais) ou de 14 dias (7 animais), todos os 
enxertos permaneceram funcionantes durante mais de 200 dias. Os animais que 
receberam 4 transplantes com 50 ilhotas em um intervalo de 7 dias (8 animais) ou com 
100 ilhotas em um intervalo de 4 dias (8 animais) ou de 14 dias (7 animais) apresentaram 
rejeição em média no 14° dia de pós-operatório; somente 1 enxerto em cada um desses 
dois últimos grupos apresentou funcionamento por mais de 200 dias.
COULOMBE et al. (1996) diminuíram a antigenicidade das ilhotas de 
Langerhans de camundongos C57BL/6ByJ por depleção do número de APCs tratando-as 
com ciclofosfamida durante o isolamento e posterior cultura a 37°C com 95% de O2 e 
5% de CO2 durante uma semana antes do transplante. Os receptores (10 camundongos 
BALB/c) diabéticos pela administração de estreptozocina receberam 400 ilhotas abaixo 
da cápsula renal. Esse grupo apresentou sobrevida do enxerto maior que 100 dias, em 
contraste com 10 animais do grupo controle, sem tratamento, que apresentaram rejeição 
no 15° dia de pós-operatório, em média. Esses achados demonstram que os sinais 
coestimulatórios fornecidos pelas APCs são necessários para provocar o início da reação 
de rejeição. Ainda nesse experimento, camundongos transgênicos RIP-B7-1+, 
expressando a molécula B7-1, ou camundongos transgênicos RIP-B7-1-, não expressando 
a molécula B7-1 nas ilhotas de Langerhans, foram usados como doadores. Os receptores 
foram sacrificados no 30° dia de pós-operatório e os rins com os enxertos foram 
avaliados por microscopia: nos grupos em que as ilhotas não haviam sido submetidas a 
cultura previamente ao transplante, tanto se usando camundongos RIP-B7-1+ (4 animais) 
quanto RIP-B7-1- (6 animais) como doadores, a avaliação histológica mostrou destruição
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dos enxertos pela reação de rejeição. O grupo com doadores RIP-B7-1- (10 animais) 
submetidos a cultura prévia ao transplante não demonstrou evidência de infiltrado 
mononuclear; o grupo com doadores RIP-B7-1+ (10 animais) apresentou rejeição em 
100% dos casos. Esses achados indicam que a presença do sinal coestimulatório através 
da molécula B7-1 é necessário para iniciar a reação de rejeição.
ASAKURA et al. (1997) analisaram o efeito do tratamento dos receptores de 
ilhotas de Langerhans com anticorpo monoclonal anti-CD4. As ilhotas, obtidas de 
camundongos A/J através do método de digestão pela ação da enzima colagenase, foram 
coletadas manualmente ou não e mantidas em meio de cultura durante 24 horas para 
diminuir a quantidade de APCs. Os receptores de isoenxertos (camundongos A/J) ou de 
aloenxertos (B6), diabéticos pela injeção de estreptozocina, receberam as ilhotas abaixo 
da cápsula renal: os aloenxertos sem tratamento foram rejeitados em 9 dias de pós- 
operatório em média; os isoenxertos apresentaram sobrevida indefinida. Nove animais 
foram tratados com o anticorpo anti-CD4 e transplantados com ilhotas coletadas 
manualmente, 7 apresentaram sobrevida maior que 100 dias. Esses animais foram 
submetidos a novo transplante, agora no outro pólo renal, utilizando-se ilhotas da mesma 
linhagem de doadores do enxerto anterior ou de uma terceira linhagem. Análise 
histológica dos rins realizada após 1 mês mostrou que todos os segundos enxertos 
apresentaram rejeição, enquanto os anteriores continuavam funcionando. A coleta 
manual das ilhotas ou a cultura durante 24 horas quando realizadas isoladamente 
produziram um discreto aumento da sobrevida dos enxertos. Nesse modelo muitas 
manobras foram realizadas para prolongar a sobrevida dos enxertos, todas com o 
objetivo de diminuir a quantidade de células dendríticas.
2 .4 .2  M o d u l a ç ã o  d o  s in a l  2
FRANGIPANE et al. (1977) realizaram um estudo em diversas linhagens de 
camundongos diabéticos pela administração de estreptozocina com posterior transplante 
de ilhotas de Langerhans; observaram em 14 animais que as ilhotas transplantadas de 
camundongos C57BL/6 machos para fêmeas foram rejeitadas em 3 a 7 dias. Nesse
mesmo experimento camundongos fêmeas foram imunizadas com  tecido linfóide dos 
machos logo após o nascimento e submetidas quando adultas a um enxerto de pele com 
doadores machos, sem apresentar rejeição. Em 5 desses animais foi induzida diabete com 
estreptozocina, seguida de transplante de ilhotas de Langerhans proveniente de 
camundongos machos. Os níveis hiperglicêmicos foram corrigidos em 24 horas e 
permaneceram normais até 200 dias de seguimento. A imunização logo após o 
nascimento, quando o sistema imune ainda não tinha maturado, tornou tolerantes as 
fêmeas, pois o antígeno Y (sinal 1) foi apresentado aos linfócitos T sem os sinais 
coestimulatórios (sinal 2), de maneira semelhante a apresentação dos antígenos próprios 
do organismo no timo, causando anergia ou apoptose e não uma resposta proliferativa.
CHAHINE et al. (1994) induziram sobrevida indefinida para ilhotas de 
camundongos C3H/HeJ transplantadas em camundongos C57BL/6 diabéticos pela 
administração de estreptozocina. Simultaneamente, foram transplantadas células muscu­
lares provenientes da mesma espécie de camundongos, modificadas por engenharia 
genética para produção da imunoglobulina CTLA4; além disso, os receptores receberam 
uma única dose de 1 mg do anticorpo monoclonal anti-LFA-1. Dos 12 animais tratados, 
8 apresentaram sobrevida indefinida do enxerto. O uso de outro anticorpo monoclonal 
(controle) ou de células musculares também modificadas por engenharia genética para 
produção da imunoglobulina CTLA4, porém provenientes de outra linhagem de 
camundongos, não produziu aumento da sobrevida do enxertos. Nesse modelo, o sinal 2 
(coestimulatório) foi bloqueado tanto pela imunoglobulina CTLA4, produzida pelas 
células musculares modificadas por engenharia genética, que se liga nas moléculas B7-1 e 
B7-2 nas APCs, quanto pelo anticorpo anti-LFA-1, que se liga na molécula LFA-1 nos 
linfócitos T
PARKER et al. (1995) estudaram o efeito do anticorpo monoclonal anti- 
CD40L (250 (ig, em aplicação intraperitoneal, duas vezes por semana durante 2 a 
7 semanas, iniciada 8 dias antes do transplante), associado ou não a injeção endovenosa 
de linfócitos B provenientes de camundongos da mesma espécie dos doadores (88 
milhões via endovenosa, 8 dias antes do transplante) em um modelo de camundongos
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C57BL/6 diabéticos pela administração de estreptozocina. Ilhotas de Langerhans de 
camundongos BALB/c foram isoladas pelo método de digestão pela enzima colagenase e 
transplantadas abaixo da cápsula renal. Os animais que tinham recebido somente 
linfócitos ou não tinham recebido tratamento (grupo controle) apresentaram sobrevida 
dos enxertos de 15±5 dias; os que tinham recebido somente o anticorpo anti-CD40L 
(25 animais), 24+30 dias; entre os que tinham recebido a combinação de anticorpo com 
linfócitos (23 animais), 96% apresentaram sobrevida indefinida. O aumento da sobrevida 
dos enxertos é explicado pelo fato de que os linfócitos B injetados funcionam neste caso 
como apresentadores de antígenos (APCs) aos linfócitos T auxiliadores. A interação de 
APC com o linfócito T ocorre primeiro pelo reconhecimento das moléculas transcritas a 
partir do MHC das APCs pelo TCR, o que resulta na expressão da molécula CD40L nos 
linfócitos T que interage na molécula CD40 na APC, causando sua ativação e 
conseqüente expressão das moléculas coestimulatórias B7-1 e B7-2, que por sua vez 
interagem com o complexo CTLA4/CD28 no linfócito T, também resultando em sua 
ativação. O uso do anticorpo anti-CD40L bloqueia esse processo, ocorrendo o mesmo 
com a injeção de linfócitos B considerados como APCs indutores de tolerância 
imunológica por apresentarem baixos níveis de expressão das moléculas B7-1 e B7-2.
STEURER et al. (1995) estudaram um modelo de transplante de ilhotas de 
Langerhans em que as ilhotas dos doadores (camundongos DBA/2J) foram mantidas 
durante 1 hora, no pré-operatório, em um meio de cultura contendo a imunoglobulina 
CTLA4. Os enxertos foram posicionados abaixo da cápsula renal do rim esquerdo de 
camundongos B6AF1 diabéticos pela administração de estreptozocina; em 10 de 
24 animais os enxertos permaneceram funcionantes até o 150° dia de pós-operatório, 
quando então os animais foram nefrectomizados, desenvolvendo novamente níveis 
glicêmicos elevados. Os animais foram mais uma vez submetidos a transplante de ilhotas 
da mesma espécie de doadores do transplante anterior no rim direito, e em 50% dos 
casos não apresentaram rejeição. Nesse experimento, os grupos controles, nos quais o 
transplante fora feito com ilhotas incubadas com uma IgG inespecífica ou somente com 
meio nutriente, apresentaram rejeição em 100% dos casos. A avaliação histológica dos
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animais que desenvolveram tolerância apresentou um infiltrado persistente de células 
T  CD4 e CD8 localizado ao redor das ilhotas, sem invadi-las.
LENSCHOW et al. (1995), num modelo de transplante de ilhotas de 
Langerhans em camundongos C57BL/6 diabéticos pela ação de estreptozocina, 
estudaram o efeito da administração de anticorpos anti-B7-l, anti-B7-2, combinação dos 
dois anticorpos e imunoglobulina CTLA4, cada tratamento na dose de 50 Hg via 
endovenosa em dias alternados, durante 14 dias. Quinhentas ilhotas provenientes de 
camundongos C3H/HeN foram transplantadas abaixo da cápsula do rim esquerdo. Os 
animais tratados com a imunoglobulina CTLA4 (7 animais) apresentaram sobrevida 
média do enxerto de 28,6 dias; os tratados com anticorpo anti-B7-2 (10 animais),
29,5 dias; os tratados com a combinação anti-B7-l e B7-2 (8 animais), 43,4 dias. Esses 
resultados tiveram significativa diferença estatística em relação ao grupo tratado com anti- 
B7-1 (12,3 dias) e ao grupo controle (13,5 dias) tratado com uma IgG murina, o que 
demonstra a maior importância do bloqueio da molécula B7-2 em relação à B7-1 para a 
obtenção de prolongamento da sobrevida do enxerto. Surpreendentemente, a combi­
nação de anticorpos anti-B7-l e B7-2 causou um prolongamento da sobrevida dos 
enxertos superior ao obtido pela imunoglobulina CTLA4.
ROSSINI et al. (1996) induziram um aumento da sobrevida dos enxertos de 
ilhotas de Langerhans provenientes de camundongos FVB posicionados abaixo da 
cápsula renal de camundongos C57BL/6 diabéticos pela administração de estreptozocina. 
Foram administrados aos receptores 250 |ig do anticorpo monoclonal anti-CD40L, via 
intraperitoneal, duas vezes por semana, durante 7 semanas (iniciando-se 8 dias antes do 
transplante), em combinação ou não com a injeção endovenosa de 40 a 60 milhões de 
esplenócitos depletados de linfócitos T provenientes dos doadores (8 dias antes do 
transplante). Os enxertos no grupo controle (3 animais), sem tratamento, sobreviveram 
em média 11 dias. No grupo que recebeu somente o anticorpo anti-CD40L (5 animais), 
20% atingiram 85 dias de pós-operatório sem rejeição, o que também ocorreu com 100% 
dos animais no grupo que recebeu a combinação do anticorpo com os esplenócitos 
(5 animais). Nesse experimento, o bloqueio do sinal coestimulatório nos linfócitos T com
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o anticorpo anti-CD40L foi o responsável pelo aumento da sobrevida dos enxertos. Esse 
efeito foi exacerbado pelo grande número de APCs transplantados (esplenócitos 
depletados de linfócitos T), também impossibilitados de fornecer o sinal coestimulatório, 
fornecendo somente o sinal 1.
GAINER et al. (1997) realizaram transplantes de ilhotas de Langerhans 
provenientes de camundongos CBA/H submetidos a transfecção de uma fração de DNA 
humano codificando a imunoglobulina CTLA4. Quinhentas ilhotas foram transplantadas 
abaixo da cápsula renal de camundongos BALB/c diabéticos pela administração de 
aloxan. Nos 10 animais submetidos ã transfecção os enxertos funcionaram por 
66,8±61,5 dias; ao passo que duraram só 12,8±3,6 dias nos 10 animais do grupo controle, 
nos quais foi realizada transfecção sem o gene da imunoglobulina CTLA4. A análise por 
imuno-histoquímica dos enxertos que sobreviveram mais de 50 dias demonstrou um 
infiltrado mononuclear adjacente às ilhotas, isto é, sem infiltrá-las.
TRAN et al. (1997) induziram tolerância a aloenxertos de ilhotas de Langerhans 
(provenientes de camundongos BALB/c) transplantadas abaixo da cápsula esplénica de 
camundongos B6AF1 diabéticos pela administração de estreptozocina. A imunoglobulina 
CTLA4 foi administrada aos animais via intraperitoneal (100 f_ig) em dias alternados, 
durante 14 dias (grupo 1), ou em dose única de 500 |_lg no 2o dia pós-transplante 
(grupo 2). No grupo 1 mais de 90% dos animais (13 em 14) permaneceram euglicêmicos 
durante mais de 100 dias após o transplante, ocorrendo o mesmo no grupo 2 (22 em 
24 animais). Após 100 dias os animais foram nefrectomizados, advindo hiperglicemia. 
Foram-lhe então retransplantadas no rim remanescente ilhotas de camundongos BALB/c 
ou de uma terceira linhagem; os primeiros aceitaram o enxerto, mas os segundos 
desenvolveram rejeição. Submetidos ainda a enxerto de pele proveniente de 
camundongos BALB/c, esses animais tiveram sobrevida do enxerto mais longa (38 dias) 
do que o grupo controle composto por camundongos B6AF1 virgens de tratamento 
(13 dias). A molécula de CTLA4 foi produzida pela fusão de CTLA4 murino com uma 
cadeia pesada Fc, o que lhe confere a propriedade de ligar-se com as moléculas B7-1 e
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B7-2 na superfície das APCs, bloqueando sua interação com a molécula CD28 na 
superfície dos linfócitos T (sinal 2).
ZHENG et al. (1997) estudaram o efeito do bloqueio dos sinais 
coestimulatórios das moléculas B7-1 e B7-2 expressas nas APCs com o uso da 
imunoglobulina CTLA4 em um modelo murino de transplante de ilhotas de Langerhans 
abaixo da cápsula renal. Nesse modelo, tanto os camundongos usados como doadores 
(BALB/c) quanto os usados como receptores (C57BL/6, diabéticos pela administração 
de estreptozocina) não expressavam a molécula B7-1, B7-2 ou ambas, devido à deleção 
do gene responsável pela sua produção. Nos transplantes em que os doadores e os 
receptores expressavam a molécula B7-1 (grupo controle, 10 animais), a sobrevida média 
dos enxertos foi de 10 dias, semelhante à sobrevida dos enxertos de doadores B7-1 
negativos para receptores normais (15 animais, sobrevida média de 13 dias) e de doadores 
normais para receptores B7-1 negativos (15 animais, sobrevida média de 13 dias). No 
caso de doadores e receptores negativos para B7-1 (11 animais) houve aumento 
estatisticamente significativo da sobrevida média (16 dias); semelhante resultado foi 
observado para transplantes cardíacos realizados com a mesma linhagem de 
camundongos. Ainda com igual combinação de doadores e receptores, tratamento feito 
intraperitoneal no 2o dia de pós-operatório com 200 [ig de imunoglobulina CTLA-4 
(5 animais) ou do anticorpo anti-B7-2 (5 animais) causou sobrevida indefinida dos 
enxertos em 80 e 100% dos animais, respectivamente. Tais resultados demonstram que 
nesse modelo a molécula B7-1 não é essencial para o processo de rejeição; que as 
moléculas B7-1 e B7-2 dos APCs são os únicos ligantes para a molécula CD28 nos 
linfócitos T, e que o bloqueio desse sinal coestimulatório induz à sobrevida indefinida 
dos enxertos.
KOJA et al. (1997) estudaram o efeito da inoculação intratímica de células 
provenientes do timo de camundongos BALB/c em um modelo de transplante de ilhotas 
de Langerhans em camundongos C3H/He diabéticos pela injeção de estreptozocina. 
Quatrocentas ilhotas também provenientes de camundongos BALB/c foram 
transplantadas abaixo da cápsula renal do rim esquerdo. Sete dias antes do transplante,
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1 milhão de células epiteliais provenientes de um tumor espontâneo do timo de 
camundongos BALB/c foram isoladas e inoculadas no timo dos receptores. Os animais 
do grupo controle, sem tratamento, e os animais tratados somente com a inoculação 
intratímica rejeitaram as ilhotas em uma média de 14 dias; os enxertos dos 5 animais 
tratados com a inoculação intratímica associada a uma injeção intraperitoneal de soro 
antilinfocítico 8, 5 e 3 dias antes do procedimento apresentaram sobrevida maior que 
100 dias. Esses resultados sugerem que a presença de células do estroma do timo dos 
doadores no timo dos receptores proporciona as condições necessárias para a emergência 
de novos linfócitos T tolerantes. A administração de soro antilinfocítico é necessária para 
a supressão dos linfócitos T maduros capazes de iniciar a reação de rejeição.
ZHENG et al. (1999) estudaram o efeito de anticorpos anti-CD40L no 
transplante de ilhotas de Langerhans usando camundongos DBA/2 como doadores e 
camundongos B6AF1 diabéticos pela injeção de estreptozocina como receptores, nos 
quais foram transplantadas 300 a 400 ilhotas abaixo da cápsula renal do rim esquerdo. Os 
animais do grupo controle, sem tratamento, tiveram sobrevida média do enxerto de 
15 dias; os animais tratados com o anticorpo anti-CD40L, 36 dias; os tratados 28 dias 
antes do transplante com anti-CD40L associado a imunização prévia com sangue de 
camundongos da mesma espécie do doador tiveram sobrevida indefinida do enxerto; os 
animais somente sensibilizados 28 dias antes do procedimento apresentaram acelera- 
mento do processo de rejeição. Sete dos animais com sobrevida indefinida do enxerto 
nefrectomizados no lado esquerdo no 150° dia de pós-operatório apresentaram 
hipergücemia; desses 7 animais, 4 toleraram um segundo transplante com doadores da 
mesma espécie sem imunossupressão e 3 rejeitaram o segundo transplante de ilhotas 
provenientes de camundongos C3H. Ainda nesse mesmo grupo de 7 animais, 4 semanas 
após o transplante de ilhotas, 4 animais receberam enxerto cardíaco heterotópico 
proveniente de camundongos DBA/2 e não apresentaram rejeição. Esses resultados 
comprovam o desenvolvimento de tolerância não somente ao tecido endócrino 
pancreático, mas também a outros órgãos.
RASTELLINI et al. (1999a) avaliaram o efeito da combinação do anticorpo 
monoclonal anti-CD40L e da imunoglobulina CTLA4 no transplante de ilhotas 
provenientes de camundongos DBA/2, posicionadas abaixo da cápsula renal de 
camundongos C3H diabéticos pela administração de estreptozocina. Os animais que não 
haviam recebido tratamento ou haviam recebido somente o anticorpo anti-CD40L 
apresentaram rejeição em uma média de 19 dias de pós-operatório; 5 animais que haviam 
recebido a imunoglobulina CTLA4 apresentaram rejeição entre o 8o e o 26° dia de pós- 
operatório e 2 (29%) apresentaram sobrevida do enxerto de 54 e 56 dias. Os 9 animais 
submetidos à combinação das duas terapias apresentaram-se normoglicêmicos durante 81 
a 180 dias de pós-operatório, quando então foram nefrectomizados, sobrevindo aumento 
dos níveis glicêmicos. Esses animais, submetidos a enxerto de pele proveniente da mesma 
linhagem dos doadores de ilhotas, apresentaram tolerância; nos casos de tecido de 
linhagem diferente, apresentaram rejeição (RASTELLINI et a l,  1999b)
2.4 .3  M o d u l a ç ã o  d o  s in a l  1
SHIZURU et al. (1987) avaliaram o efeito do anticorpo monoclonal anti-CD4 
em um modelo de transplante de ilhotas de Langerhans em camundongos B57BL/6 
diabéticos pela administração de estreptozocina. Em cada animal foram transplantadas no 
fígado 600 a 800 ilhotas de camundongos A/J através de injeção na veia porta. Os 
10 animais do grupo controle, sem tratamento, rejeitaram o enxerto no 13° dia de pós- 
operatório, em média. Os 10 animais tratados com o anticorpo anti-CD4 apresentaram 
sobrevida do enxerto superior a 90 dias. Os animais que apresentaram sobrevida superior 
a 120 dias (n=5) foram submetidos a administração intraperitoneal de 50 milhões de 
esplenócitos provenientes da mesma espécie dos doadores; 4 entre os 5 prontamente 
apresentaram rejeição, o que demonstra a importância da ação do anticorpo no momento 
que os antígenos são apresentados aos linfócitos T.
SHAPIRO e LIU (1995) estudaram o efeito da incubação de ilhotas de 
Langerhans isoladas de camundongos B10.BR com o anticorpo monoclonal anti-CD45. 
Quatrocentas ilhotas foram transplantadas abaixo da cápsula renal do rim esquerdo de
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camundongos B10.D2 diabéticos pela administração de estreptozocina. No pré- 
operatório imediato, as ilhotas foram incubadas em solução salina de Hanks a 4°C, 
durante 50 minutos, contendo 10 |Ag do anticorpo monoclonal anti-CD45. Na avaliação 
pós-operatória a glicemia desses animais permaneceu normal durante 61,3±36,7 dias, 
apresentando significativa diferença em relação ao grupo controle (31,8124,3 dias). A 
ação do anticorpo não ocorre devido à depleção de células expressando a molécula 
CD45. A avaliação das ilhotas por citometria de fluxo mostrou diminuição não- 
significativa da expressão de CD45 (expressão em 4,9+0,3% das células avaliadas) no caso 
de incubação com o anticorpo em relação à não-incubação (expressão em 5,6±3,8% das 
células).
AUERSVALD et al. (1997) verificaram o efeito do anticorpo monoclonal anti- 
CD45RB em camundongos C57BL/6 diabéticos pela administração de estreptozocina 
submetidos a enxerto de ilhotas de Langerhans de camundongos BALB/c posicionado 
abaixo da cápsula renal. Entre os diversos regimes de administração do anticorpo 
monoclonal anti-CD45RB MB23G2 usados, verificou-se que quando adotado o de uma 
dose de 100 |_ig via endovenosa aplicada 1 dia antes da cirurgia, no pré-operatório 
imediato e no 5o dia de pós-operatório, 3 em 5 animais apresentaram-se euglicêmicos por 
um período maior que 100 dias; os animais do grupo controle sem tratamento rejeitaram 
o enxerto no 11° dia de pós-operatório em média. Quando se utilizou o anticorpo 
monoclonal anti-CD45RB C363.16A proveniente de outro hibridoma, no mesmo regime 
de administração, os camundongos também apresentaram significativo prolongamento da 
sobrevida do enxerto (25 dias) em relação ao grupo controle.
BASADONNA et al. (1998) demostraram a capacidade do anticorpo mono­
clonal anti-CD45RB de induzir tolerância imunológica em camundongos C57BL/6 
diabéticos pela administração de estreptozocina submetidos a enxerto de ilhotas de 
Langerhans provenientes de camundongos BALB/c posicionado abaixo da cápsula renal. 
Os receptores foram tratados com 100 |_ig via endovenosa do anticorpo MB23G2 1 dia 
antes da cirurgia, no pré-operatório imediato e no 5o dia de pós-operatório. Dos 
14 animais tratados, 7 permaneceram euglicêmicos até o 120° dia de pós-operatório,
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quando então foram nefrectomizados, do que resultou o retorno da glicemia para os 
mesmos níveis do pré-operatório. Desses 7 animais, 4 foram submetidos a novo 
transplante de ilhotas no rim contralateral, usando-se novamente como doadores 
camundongos BALB/c; 3 deles permaneceram eugücêmicos até o 50° dia de pós- 
operatório; os outros 3 animais foram submetidos a transplante de ilhotas proveniente de 
outra espécie de camundongos, apresentando rejeição no 10° dia de pós-operatório.
3 MATERIAL E MÉTODO
3.1 AN TICO RPO  M O N O CLO N AL AN TI-CD 45RB
3.1.1 C u l t u r a  d o  h ib r id o m a
Foi utilizado hibridoma HB 220 (American-Type Culture Collection, Rockville, 
Maryland, EUA), produtor do anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2, estocado 
em nitrogênio líquido a 185°C negativos. As células foram descongeladas e colocadas em 
frascos de cultura celular de 75 ml (Becton Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, EUA) 
contendo 10 ml de solução nutriente para cultura de células leucêmicas humanas RPMI 
com 2% de L-glutamina (Gibco BRL, Grand Island, New York, EUA), 10% de soro fetal 
bovino (Gemini Bioproducts, Calabasas, Califórnia, EUA) e 0,1% de gentamicina (Gibco 
BRL, Grand Island, New York, EUA). Após 3 dias de cultura em incubadora de CO2 
Napco (Chicago, Illinois, EUA) modelo 6200 a 36,5°C, foram transferidos 9,5 ml da 
solução para um frasco de cultura celular de 250 ml (Becton Dickinson, Franklin Lanes, 
New York, EUA) contendo 41 ml de média nutriente; o 0,5 ml restante foi colocado em 
outro frasco de 75 ml contendo 9,5 ml de média nutriente e estocado na incubadora para 
utilização futura. Após mais 3 dias de cultura, 150 ml de média nutriente foram 
adicionados ao frasco de 250 ml e a solução dividida em 2 frascos de cultura celular de 
750 ml (Becton Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, EUA) contendo cada um 100 ml. 
Após 3 dias de cultura foram adicionados em cada frasco 75 ml de média nutriente e 
225 ml de média nutriente sem soro fetal bovino. O conteúdo de cada frasco foi então 
dividido em 5 frascos de cultura celular de 750 ml contendo cada um 160 ml. Após 5 dias 
de cultura em incubadora iniciou-se a avaliação da viabilidade das células do hibridoma.
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3 .1 .2  A v a l ia ç ã o  d a  v ia b il id a d e  c e l u l a r
A avaliação da viabilidade celular foi realizada a cada 3 dias, até a constatação 
de inviabilidade em 90% das células do hibridoma, situação na qual se obteve a maior 
quantidade de anticorpos. Foram colhidos 50 fil do meio de cultura do hibridoma e 
realizada coloração das células com 50 (ll de tryptan blue (Gibco BRL, Grand Island, New 
York, EUA). A contagem das células foi realizada com um hemocitômetro (Hausser 
Scientific, Chicago, Illinois, EUA) em microscópio óptico Nikon (Melville, New York, 
EUA) modelo TMS-F, com aumento de 100x. As células viáveis apresentavam intenso 
brilho, em contraste com as células mortas, que se apresentavam opacas. Após 
constatação de morte celular de 90% das células, os 800 ml de solução contidos nos 
5 frascos de cultura foram transferidos para um frasco de vidro de 1.000 ml, o qual foi 
estocado em câmara fria a 4 °C negativos.
3 .1 .3  P u r i f i c a ç ã o  d o  a n t i c o r p o  m o n o c l o n a l  a n t i - C D 4 5 R B
A purificação do anticorpo foi realizada com uma coluna de proteína G (Sigma 
Chemical, Saint Louis, Missouri, EUA) dentro de uma câmara fria a 4°C negativos. A 
coluna foi perfundida com a solução da cultura celular a uma velocidade de 1 ml/min por 
gradiente de gravidade. O anticorpo monoclonal anti-CD45RB ficou aderido na coluna, 
sendo desprezado o restante da solução. Realizou-se a coleta do anticorpo perfundindo a 
coluna com solução de gücina 0,15 molar com pH 2,7 (American Bioanalytical, Natick, 
Massachusetts, EUA) com bomba infusora (Bio Rad, Hercules, Califórnia, EUA) a uma 
velocidade de 6,4 ml/minuto. Para a coleta do anticorpo diluído na solução de glicina 
foram preparados 17 tubos de ensaio de vidro de 4,5 ml (VWR Scientific, Boston, 
Massachusetts, EUA) contendo 0,25 ml de solução TRIS (hidroximetilaminometano) 
1 molar com pH 9 (American Bioanalytical, Natick, Massachusetts, EUA). À medida que 
a solução de glicina passa pela coluna, ela libera os anticorpos com seu pH ácido, 
tornando-os, porém, instáveis, o que é evitado coletando-os em solução com pH básico. 
Os 2 primeiros tubos foram usados somente como controle do pH, adicionando-se à
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solução de TRIS 2 ml de solução de glicina 0,15 molar com pH 2,7. O pH foi então 
medido com fitas reagentes (EM Science, Gibbatown, New Jersey, EUA) com o objetivo 
de deixá-lo entre 8 e 8,5, podendo-se adicionar algumas gotas a mais de glicina como 
ajuste. O nível do volume de solução contido nos dois tubos controle foi marcado nos 
outros 15 tubos e o anticorpo foi coletado tubo após tubo até a marca.
3 .1 .4  C o n c e n t r a ç ã o  d o  a n t i c o r p o  m o n o c l o n a l  a n t i - C D 4 5 R B
Uma medição inicial da concentração de anticorpos foi realizada com 
espectrofotômetro (Pharmacia, Londres, Inglaterra) modelo Retrospect III, com 
comprimento de onda de 280 nm. Os 2 tubos de ensaio usados como controle para a 
determinação do pH foram utilizados como referência (ausência de anticorpos, zero na 
leitura do espectrofotômetro). Em seguida os 15 tubos contendo os anticorpos foram 
avaliados, e utilizados somente os que continham quantidade significativa de proteína. A 
quantidade de anticorpos em miligramas foi determinada através da média dos valores 
obtidos no espectrofotômetro para os tubos com quantidade significativa de proteína, 
multiplicada por 0,75 (usando a avaliação do espectrofotômetro com comprimento de 
onda de 280 nm, o valor para a concentração de 1,0 mg/ml corresponde na realidade a 
0,75 mg/ml).
O conteúdo dos tubos selecionados foi dialisado durante 3 horas em 1.000 ml 
de PBS 1% com uma membrana semipermeável Snake Skin® (Pierce Chemical 
Company, Rockford, Illinois, EUA) dentro da câmara fria a 4°C. A diálise foi repetida 
novamente durante 3 (em 1.000 ml de PBS 1%) e 12 horas (em 2.000 ml de PBS 1%).
Após a diálise, a solução foi colocada em um sistema de ultrafiltração (Amicon, 
Beverly, Massachusetts) e centrifugada a 3.000 rotações por minuto durante 30 minutos 
em centrífuga Beckman modelo GS-6R (Paio Alto, Califórnia, EUA), com o objetivo de 
reduzi-la à concentração de 1 mg/ml, com base nos valores do volume e quantidade de 
anticorpos obtidos previamente na medição com o espectrofotômetro. Os resultados 
dessa metodologia são aproximados, necessitando nova avaliação da concentração.
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3.1.5 A v a l ia ç ã o  d a  c o n c e n t r a ç ã o  d o  a n t ic o r p o  m o n o c l o n a l  a n t i - 
CD45RB
A avaliação da concentração do anticorpo monoclonal anti-CD45RB foi 
realizada com o kit “Bio Rad DC Protein®”. Usaram-se como parâmetros os valores de 
uma imunoglobulina (IgG) de coelho (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, 
Alabama, EUA) a 2 mg/ml, diluída em solução salina tamponada com fosfato (PBS) a 
1% (Gibco BRL, Grand Island, New York, EUA), em diferentes concentrações 
distribuídas em 5 tubos de ensaio de 4,5 ml (tabela 1).
T a b e l a  1 -  T i tu la ç ã o  da IgG  p a d rã o  com  PBS 1 %
Tubo 1 (0 ) Tubo 2 (2 5 %) Tubo 3 (5 0 %) Tubo4  (7 5 %) Tubo 5 (1 00 %)
IgG 0 25  nl 50  |il 75  ul 100  nl
PBS 1% 100  |il 75 jj.I 50  |il 25  nl 0
IgG - imunoglobulina de coelho tipo G; PBS 1% - solução salina tamponada com fosfato a 1%.
O anticorpo monoclonal anti-CD45RB foi diluído em 3 tubos de ensaio de
4,5 ml, de maneira semelhante, com base em sua concentração aproximada de 1 mg/ml 
após ultrafiltração (tabela 2).
T a b e la 2 - T i t u l a ç ã o d e a n t i-CD45RB com  PBS 1%
Tubo 1 (25 %) Tubo 2 (50 %) Tubo 3 (100 %)
Anti-CD45RB 25  |il 50  |il 100  nl
PBS 1% 75  nl 50  nl 0
PBS 1% - solução salina tamponada com fosfato a 1%; 
Anti-CD45RB - anticorpo monoclonal anti-CD45.
Em todos os tubos, tanto nos que continham IgG padrão quanto nos que 
continham anticorpo monoclonal anti-CD45RB, foi adicionado 0,5 ml de Reagente A 
(Biorad Laboratories, Hércules, Califórnia, EUA) e 4 ml de Reagente B (Biorad 
Laboratories, Hércules, Califórnia, EUA), sendo todos incubados durante 15 minutos à 
temperatura ambiente.
Os tubos contendo a IgG padrão e o anticorpo monoclonal anti-CD45RB 
foram avaliados no espectrofotômetro com um comprimento de onda de 750 nm tendo 
como referência 0 (zero) o tubo 1 (grupo IgG) contendo somente PBS 1%.
Construiu-se um gráfico com o programa “Cricket Graph®”, relacionando os 
dados obtidos na espectrofotometria para a IgG padrão com os valores reais de 
anticorpo, no qual 0,75 nm na espectrofotometria corresponde a uma concentração de 
2 mg/ml.
Os valores na leitura do espectrofotômetro para o anticorpo monoclonal anti- 
CD45RB foram avaliados nesse gráfico estabelecendo sua concentração nas 3 diferentes 
diluições. Os valores foram multiplicados por um fator de conversão para a concentração 
de 100% (tabela 3), sendo a concentração final do anticorpo (mg/ml) a média dos valores 
obtidos para os 3 tubos.
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T a b e l a  3 - Fa t o r  d e  c o n v e r s ã o  p a r a  a s  c o n c e n t r a ç õ e s  d o  a n t ic o r p o  a n t i-C D 45R B
Concentração Fator conversão
Tubo 1 25% 4
Tubo 2 50% 2
Tubo 3 100% 1
De acordo com a concentração obtida, o anticorpo foi diluído em PBS 1% até 
uma concentração de 1 mg/ml e estocado em refrigerador na temperatura de 4 °C.
3 .1 .6  A v a l i a ç ã o  d a  e s p e c i f i c id a d e  d o  a n t i c o r p o  
MONOCLONAL ANTI-CD45RB
A avaliação da especificidade do anticorpo monoclonal anti-CD45RB para 
linfócitos T foi realizada através de imunofluorescência indireta, sendo as células 
avaliadas por citometria de fluxo.
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3.1.6.1 Im unofluorescência indireta
Inicialmente realizou-se esplenectomia em um camundongo C57BL/6. O 
animal foi posicionado em decúbito dorsal sob anestesia inalatória com pentobarbital 
sódico (Abbot Laboratories, North Chicago, Illinois, EUA). A cavidade abdominal foi 
aberta através de incisão mediana, o pedículo esplénico exposto e seccionado, retirando- 
se o órgão. O baço foi colocado em uma placa de Petri de 100 x 15 mm contendo PBS 
1% e massageado gentilmente com duas lâminas de vidro para retirada dos esplenócitos 
do interior da cápsula do órgão. A solução de PBS 1% contendo os esplenócitos foi 
aspirada, evitando-se os pequenos fragmentos da cápsula; colocada em um tubo de 
polietileno cônico de 15 ml (Becton Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, EUA) e 
centrifugada a 1.000 rotações por minuto durante 5 minutos. Desprezado o 
sobrenadante, foi realizada lise hipotônica das hemácias do precipitado adicionando-se 
900 (J.1 de água destilada. A reação foi interrompida após 5 segundos com a adição de 100 
(il de PBS 10% (Gibco BRL, Grand Island, New York, EUA) e 4 ml de PBS 1%. Após 
decantação durante 1 minuto na temperatura ambiente, a solução foi aspirada evitando-se 
o precipitado (hemácias após a lise), colocada em um tubo de ensaio de vidro de 4,5 ml e 
centrifugada a 1.000 rotações por minuto durante 5 minutos. O sobrenadante foi 
desprezado e 5 ml de PBS 1% foram adicionados. Os esplenócitos foram contados com 
o hemocitômetro n o  microscópio óptico com aumento de 100x, determinando-se o 
número de células por mililitro.
Colocaram-se 500.000 esplenócitos diluídos na solução de PBS 1% em 7 tubos 
de ensaio de vidro de 4,5 ml (tubos T l até T7), centrifugados a 1.000 rotações por 
minuto durante 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado, deixando-se somente o 
precipitado contendo os esplenócitos.
Em outros 6 tubos de ensaio de vidro de 4,5 ml (tubos A l até A6) foram 
realizadas diluições seriadas do anticorpo monoclonal anti-CD45RB (1 mg/ml) em soro 
de coelho (Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA) a 5% em PBS 1%, conforme a tabela 4.
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T a b e l a  4  -  D ilu iç ã o  s e r ia d a  d o  a n t ic o r p o  a n t i-C D 45R B  em  s o r o  d e  c o e l h o
Tubo A1 A2 A3 A4 A5 A6
C 50 ng/ml 10 ng/ml 5 ng/ml 1 ng/ml 0,5 ng/ml 0,25 ng/ml
C - concentração do anticorpo monoclonal anti-CD45RB em soro de coelho.
Cem microlitros de cada tubo (A l até A6) com diferentes concentrações de 
anticorpo monoclonal anti-CD45RB (anticorpo primário) em soro de coelho foram 
incubados nos tubos contendo os esplenócitos, conforme a tabela 5. O tubo T l 
contendo somente esplenócitos foi usado como controle.
T a b e l a  5 -  In c u b a ç ã o  d e  e s p l e n ó c it o s  e a n t ic o r p o  a n t i-C D 4 5 R B
E sp le n ó c ito s T ubo  T1 Tubo T2 T ubo  T3 T ub o  T4 T ub o  T5 T ub o  T6 T ubo  T7
Anti-CD45RB 0
100 nl do 
tubo A1
100 jil do 
tubo A2
100 ii\ do 
tubo A3
100 nl do 
tubo A4
100 (il do 
tubo A5
100 |il do 
tubo A6
Anti-CD45RB -  anticorpo monoclonal anti-CD45RB.
Depois de incubados durante 30 minutos em gelo picado, os tubos T l até T7 
receberam 4,0 ml de PBS 1% com 2% de soro fetal bovino cada um e foram 
centrifugados a 1.000 rotações por minuto durante 5 minutos. Após a centrifugação, o 
sobrenadante foi aspirado e mais 4,0 ml de PBS 1% com 2% de soro fetal bovino foram 
adicionados a cada tubo seguido de nova centrifugação e aspiração do sobrenadante. A 
seguir foram adicionados a cada tubo 2 jil do anticorpo secundário (anticorpo de cabra 
anti-rato, do tipo IgG, conjugados com fluoresceína-isotiocianato a 0,5 mg/ml, da 
Southern Biotechnology Associates, Birmingham, Alabama, EUA), diluídos em um 
volume de 100 (J.1 de soro de coelho 5%. Os tubos T l até T7 foram novamente 
incubados durante 30 minutos em gelo picado e novo ciclo de centrifugação com PBS 
1% com 2% de soro fetal bovino foi realizado. O sobrenadante foi novamente 
desprezado e o precipitado fixado com 4 JJ.1 de formaldeído 1% (Baker, Phillipsburg, New 
Jersey, EUA) em PBS1%.
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3.1.6.2 Citometria de fluxo
Os tubos contendo os esplenócitos conjugados com os anticorpos em 
diferentes diluições foram avaliados por um citômetro de fluxo (Becton Dickinson, 
Franklin Lanes, New Jersey, EUA) modelo Facscalibur. Os dados obtidos pela citometria 
foram analisados pelo programa “Cell Quest®” (Becton Dickinson, Franklin Lanes, New 
Jersey, EUA). Inicialmente avaliou-se a população geral de células presentes nos tubos. 
Os linfócitos foram selecionados de acordo com o tamanho de seu núcleo e a quantidade 
de citoplasma (núcleo grande com pouca quantidade de citoplasma). A seguir avaliou-se a 
fluorescência do anticorpo monoclonal anti-CD45RB conjugado com anticorpo de cabra 
anti-rato conjugado com FITC, ligados na membrana dos linfócitos.
3.2 AN TICO RPO  M O N O CLO N AL AN TI-CTLA4
O anticorpo monoclonal anti-CTLA4 foi obtido do Laboratório de Transplante 
de Órgãos e Imunogenética do Brigham and Women’s Hospital da Universidade de 
Harvard em Boston. O anticorpo na concentração inicial de 3 mg/ml foi diluído em PBS 
1% a 2 mg/ml.
3.3 DIVISÃO  DOS AN IM AIS
Animais submetidos e não-submetidos ao transplante de ilhotas de Langerhans 
foram avaliados. Os animais submetidos ao transplante foram utilizados para avaliação da 
sobrevida dos enxertos e análise por citometria de fluxo; os animais não-submetidos a 
enxerto foram utilizados somente para análise por citometria de fluxo.
As mjeções endovenosas foram administradas no seio orbital do olho direito 
dos camundongos. No pós-operatório foram mantidos dois animais por gaiola no Centro 
de Animais da Universidade de Yale, com livre acesso a ração e água, em sala mantida em 
temperatura entre 18 e 22°C.
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3 .3 .1  A n im a is  s u b m e t id o s  a o  t r a n s p l a n t e
Nos casos de aloenxertos, os doadores de ilhotas pancreáticas foram 
camundongos BALB/c (H-2d) machos; os receptores foram C57BL/6 (H-2b) machos 
(Charles River, Boston, Massachusetts, EUA). Nos casos de isoenxertos usaram-se 
camundongos BALB/c (H-2d) machos como doadores e receptores. Os animais foram 
divididos em 5 grupos e tratados conforme mostra a tabela 6.
T a b e l a  6  -  G r u p o s  d e  a n im a is  s u b m e t id o s  a o  t r a n s p l a n t e
Grupo Enxerto n Regime terapêutico
I isoenxerto 10 100 nl ev PBS1% dias -1 ,0  e +5
II aloenxerto 8 100 |J ev PBS1% dias -1 ,0  e +5
III aloenxerto 17 100 (xg ev anti-CD45RB dias -1,0,+5
IV aloenxerto 8 200 ng ip anti-CTLA4 dias -1 ,0  e +1
V aloenxerto 13
100 |xg ev anti-CD45RB dias -1,0,+5 e 
200 ng ip anti-CTLA4 dias -1 ,0  e +1
ev -  via endovenosa; ip -  via intraperitoneal; -1, 0 e +5 - 1 dia antes do procedimento, no dia d o  procedimento e no 
quinto dia de pós-operatório; -1, 0 e +1 - 1 dia antes do procedimento, no dia do procedim ento e no primeiro dia de 
pós-operatório;
PBS1% - solução salina tamponada com fosfato a 1%; n -  número de animais.
3 .3 .2  A N IM AIS N ÃO -SU B M E TID O S AO TRAN SPLAN TE
Camundongos C57BL-6 machos não-submetidos ao transplante de ilhotas de 
Langerhans foram divididos em 2 grupos, conforme mostra a tabela 7. As injeções 
endovenosas do anticorpo monoclonal anti-CD45RB foram administradas nos mesmos 
intervalos de tempo adotados para os animais submetidos ao transplante.
T a b e l a  7  -  G r u p o s  d e  a n im a is  n ã o - s u b m e t id o s  a o  t r a n s p l a n t e
Grupo n Regime terapêutico
I 5 100 nl ev PBS1% dias 0,1 e 6
II 5 100 ng ev anti-CD45RB dias 0, 1, 6
ev -  via endovenosa; PBS1% - solução salina tamponada com fosfato a 1%; n -  número de animais.
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3.4 IN D U ÇÃ O  D E DIABETE QUÍM ICA
Previamente a cada transplante, foi induzida diabete química através de injeção 
intraperitoneal de estreptozocina (Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA) em uma dose de 
200 mg/Kg diluída em 0,1 ml de solução salina isotônica. A pós 7 dias, a glicemia 
sanguínea foi verificada com um glucômetro portátil (Bayer Corporation, Elkhart, 
Indiana, EUA), realizando-se a coleta das amostras sanguíneas por secção da porção 
distai da cauda dos animais. Foram selecionados como receptores somente os animais 
com glicemia superior a 400 mg/dl, confirmada novamente no dia do transplante. Para os 
animais não transplantados até 7 dias após a constatação inicial dos níveis hiperglicêmicos 
foi iniciada insulina Lente® (Elli Lilly and Company, Indianápolis, Indiana, EUA) 1:1000 
em solução salina isotônica 0,2 ml via subcutânea em dias alternados.
3.5 TRA N SPLA N TE  DE ILH OTAS DE LA N G E RH A N S
3 .5 .1  PANCREATECTOMIA NOS DOADORES
As pancreatectomias foram realizadas com auxílio de microscópio de dissecção 
(Reichert Scientific Instruments, Buffalo, New York, EUA) modelo A 0569 , com 
aumento de 10 vezes. Os animais foram anestesiados via inalatóna com pentobarbital 
sódico (Abbot Laboratories, North Chicago, Illinois, EUA), posicionados em decúbito 
dorsal; realizando-se anti-sepsia com etanol a 70%, incisão abdominal mediana com 
ressecção do apêndice xifóide, exposição da cavidade abdominal e identificação do dueto 
biliar; este foi clampeado com clamp vascular na sua inserção no duodeno, dissecado logo 
após a união dos duetos hepáticos direito e esquerdo e canulado com agulha de 27,5 gauge 
(Becton Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, EUA). Quanto ao pâncreas, foi 
distendido com 3 ml de solução de colagenase (Sigma Chemical Corporation, Saint Louis, 
Missouri, EUA) a 1,5 |ig/ml, em solução salina balanceada de Hanks (Gibco BRL, Grand 
Island, New York, EUA), por fluxo retrógrado pelo dueto pancreático (figura IA). A 
aorta torácica foi seccionada com tesoura de íris introduzida através do diafragma para
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evitar hemorragia no tecido pancreático, o qual foi excisado, colocado em uma placa de 
Petri de 60x15 mm (Becton Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, EUA), conforme 
mostra a figura 1B, e seccionado em pequenos fragmentos com a mesma tesoura. Foram 
utilizados cinco doadores por receptor. Após a pancreatectomia, os pâncreas foram 
distribuídos em 2 frascos de cultura de células de 75 ml (Becton Dickinson, Franklin 
Lanes, New Jersey, EUA) colocados em gelo picado; o primeiro contendo 3 e o segundo 
2 órgãos.
3 .5 .2  I s o l a m e n t o  d a s  il h o t a s  d e  L a n g e r h a n s
Os 2 frascos de cultura de células foram colocados em  incubadora (Fisher 
Scientifics, Pittsburgh, Pensilvânia, EUA) a 37°C durante 15 minutos. A reação enzimática 
foi interrompida com a adição de 40 ml de solução salina balanceada de Hanks gelada com 
10% de soro de bezerro (Gibco BRL, Grand Island, New York, EUA). A solução foi 
transferida para 2 tubos cônicos de 50 ml (Becton Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, 
EUA), submetida a agitação manual vigorosa durante 10 segundos e a 3 ciclos de 
centrifugação a 1.400 rotações por minuto durante 5 minutos. Intercalados com os 3 ciclos 
de centrifugação, foram realizados 3 ciclos de lavagem das ilhotas: desprezo do 
sobrenadante permanecendo no frasco somente o precipitado contendo as ilhotas; adição 
de 30 ml de solução salina de Hanks com 10% de soro de bezerro; agitação manual da 
solução até dissolução completa do precipitado. Entre o segundo e o terceiro ciclo de 
centrifugação e lavagem, a solução foi passada por um filtro metálico com poros de 850 
fim de diâmetro (Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA) modelo P40.
Após o último ciclo de centrifugação e lavagem, foram adicionados ao 
precipitado de cada frasco 10 ml de solução de Ficoll® (Sigma, Saint Louis, Missouri, 
EUA) e realizados sucessivos ciclos de aspiração da solução com uma pipeta de 10 ml, 
evitando-se a formação de bolhas, com a finalidade de diluir na solução de Ficoll® as 
ilhotas contidas no precipitado. Com uma pipeta acrescentaram-se lentamente em cada 
frasco 10 ml de solução salina de Hanks, formando uma interface com a solução de 
Ficoll® contendo as ilhotas de Langerhans. Os 2 frascos foram centrifugados (sem
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freios) a 2.400 rotações por minuto durante 20 minutos, obtendo-se ao final duas 
interfaces: a primeira entre o precipitado (contendo tecido adiposo e vasos linfáticos) e a 
solução de Ficoll®, e a segunda entre a solução de Ficoll® e a solução salina de Hanks. 
Devido ao gradiente de densidade das ilhotas de Langerhans, elas foram posicionadas na 
interface da solução de Ficoll® com a solução salina de Hanks. As ilhotas de Langerhans 
e a solução de Ficoll® dos 2 frascos foram aspiradas com uma pipeta de 10 ml e 
colocadas em um único frasco cônico de 50 ml, completando-se seu volume com solução 
salina de Hanks com 10% de soro de bezerro. Mais 3 ciclos de centrifugação e lavagem 
foram realizados, conforme já citado, sem filtração da solução entre o segundo e o 
terceiro ciclo. O precipitado final foi diluído em 20 ml de solução salina de Hanks e 10% 
de soro de bezerro através de agitação manual do frasco.
3 .5 .3  C o n t a g e m  d a s  il h o t a s  d e  L a n g e r h a n s
Colocada a solução final em uma placa de Petri de 100x15 mm (Becton 
Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, EUA), as ilhotas de Langerhans foram contadas 
com auxílio do microscópio de dissecção. Contaram-se somente as ilhotas de Langerhans 
sem rotura da membrana e com diâmetro aproximado entre 150 e 400 (J.m. À medida que 
eram contadas, as ilhotas eram aspiradas com uma pipeta de Pasteur (Becton Dickinson, 
Franklin Lanes, New Jersey, EUA) e colocadas em uma placa de Petri de 60 x 15 mm 
contendo solução salina balanceada de Hanks com 10% de soro de bezerro (figura 1C). 
Para cada transplante foram separadas 400 ilhotas de Langerhans.
3 .5 .4  T r a n s p l a n t e  n o  r e c e p t o r
As ilhotas de Langerhans suspensas na solução salina balanceada de Hanks com 
10% de soro de bezerro foram aspiradas com uma seringa de Hamilton® (Hamilton 
Corporation, Reno, Nevada, EUA) previamente preparada com 0,6 ml de solução salina 
de Hanks, tendo acoplada em sua extremidade uma ponta de pipeta de microaspiração 
(Oxford, Sanford, Maine, EUA). A seringa foi mantida na posição vertical até que as 
ilhotas se posicionassem por ação da gravidade na extremidade da pipeta de
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microaspiração, em cuja ponta foi acoplado um tubo de polietileno Intramedic® (Becton 
Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, EUA) medindo 0,965 mm de diâmetro e 20 cm 
de comprimento, previamente infundido com etanol a 70%, água destilada, silicone 
Sigmacote® (Sigma, Saint Louis, Missouri, EUA), água destilada novamente e solução 
salina balanceada de Hanks, essa última permanecendo no seu interior. As ilhotas foram 
injetadas no interior do tubo até a metade do seu comprimento; nesse ponto, o tubo foi 
dobrado sobre si mesmo, ocluído com um pequeno pedaço de outro tubo de polietileno 
com diâmetro de 1,27 mm, desacoplado da seringa e centrifugado a 900 rotações por 
minuto durante 2 minutos, com a extremidade ocluída voltada para baixo com a 
finalidade de comprimir as ilhotas de Langerhans e facilitar a  injeção. Conectado 
novamente ã seringa e desocluída sua porção média, foi seccionado distalmente às ilhotas 
de Langerhans comprimidas.
Anestesiado o camundongo C57BL/6 (H-2b) com pentobarbital sódico, 
realizou-se tricotomia na região lombar esquerda e anti-sepsia com etanol a 70%, seguida 
de lombotomia esquerda com exposição do rim. Durante todo o procedimento, o rim foi 
constantemente irrigado com solução salina balanceada de Hanks utilizando-se uma 
seringa de 10 ml (Becton Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, EUA) com agulha de 
25 gauge (Becton Dickinson, Franklin Lanes, New Jersey, EUA) para evitar o 
ressecamento de sua cápsula. Passou-se ao redor do pedículo vascular renal um tubo de 
polietileno para conferir estabilidade ao órgão durante o procedimento. Através de um 
pequeno orifício feito na cápsula renal com a agulha de 25 gauge, a ponta de uma pipeta de 
Pasteur foi introduzida entre o parênquima renal e a cápsula, confeccionando-se 
gentilmente uma loja com volume suficiente para acomodar as ilhotas de Langerhans. A 
ponta do tubo de polietileno (conectado à seringa de Hamilton®) foi introduzida pelo 
orifício da cápsula na loja subcapsular e nela lentamente injetadas as ilhotas de 
Langerhans (figura 1D). O tubo foi retirado, o orifício cauterizado com cautério 
oftálmico (Solan, Chicago, Illinois, EUA), o rim introduzido novamente na cavidade 
abdominal e a parede e a pele suturados com pontos separados de seda 3-0 (Ethicon, 
Sommerville, New Jersey, EUA).
-18 
F IGURA 1 - TRANSPLANTE DE ILHOTAS DE LANGERHANS 
A B 
c D 
A - Distensao pancreatica (seta) com solu9ao de colagenase par fluxo ret r6grado em um camundongo BALB/c. B - Especime 
ap6s pancreatectomia . C - llhotas de Langerhans apes contagem manual. D - llhotas de Langerhans transplantadas abaixo 
da capsula renal do rim esquerdo de um camundongo C57BU6 (seta). 
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3.6 A VA LIA ÇÃ O  PÓ S-O PERATÓ RIA
3 .6 .1  A v a l ia ç ã o  d a  g l ic e m ia  n o  p ó s - o p e r a t ó r io
A glicemia dos animais foi verificada com glucômetro no 3o, 5o, 7o e 10° dia de 
pós-operatório e depois a cada 5 dias até apresentarem rejeição ou até o 120° dia. Os 
3 últimos animais dos grupos II, III, IV e V foram avaliados no 3o, 5o, 7o dia de pós- 
operatório e sacrificados. Glicemia acima de 200 mg/dl no 3o dia de pós operatório foi 
considerada não-funcionamento primário do enxerto; glicemia acima de 200 mg/dl em 
qualquer outro dia foi considerada rejeição ao enxerto. Após 24 horas a glicemia foi 
novamente avaliada, para confirmação do diagnóstico de não-funcionamento primário ou 
de rejeição.
3 .6 .2  S e g u im e n t o  d o s  a n im a is
3.6.2.1 Animais avaliados por citometria de fluxo
Os 3 últimos animais dos grupos II, III, IV e V (submetidos ao transplante), 
depois de sujeitos a nefrectomia esquerda e a esplenectomia, foram sacrificados no 7o dia 
de pós-operatório. Posicionados os animais em decúbito dorsal sob anestesia inalatória 
com pentobarbital sódico, realizou-se uma incisão abdominal mediana com exposição da 
cavidade abdominal. O rim esquerdo contendo o enxerto foi isolado; o pedículo vascular, 
ligado com fio de algodão 3-0 e seccionado e o órgão retirado. O pedículo vascular do 
baço foi dissecado, ligado com algodão 3-0 e o órgão retirado. Os animais foram 
sacrificados por secção da aorta torácica através do diafragma. Os rins foram avaliados 
histologicamente e os baços utilizados para avaliação de linfócitos T CD4 por citometria 
de fluxo. Todos os animais dos 2 grupos não-submetidos ao transplante foram 
esplenectomizados e sacrificados no 8o dia após a Ia injeção endovenosa; os baços foram 
usados para avaliação de linfócitos T CD4 por citometria de fluxo.
3.6.2.2 Isoenxertos
No 120° pós-operatório, os animais com isoenxerto foram submetidos a 
nefrectomia esquerda para análise histológica e sacrificados.
A glicemia sanguínea foi verificada no 5o dia após a nefrectomia, para 
comprovação do funcionamento prévio do enxerto.
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3.6.2.3 Aloenxertos sem tratamento
Os aloenxertos sem tratamento foram submetidos a nefrectomia esquerda para 
análise histológica, conforme já descrito, à medida que apresentavam rejeição.
3.6.2.4 Aloenxertos tratados com anti-CD45RB
Os animais que apresentaram rejeição antes do 120° dia de pós-operatório 
foram submetidos a nefrectomia esquerda para análise histológica e sacrificados. Os 
animais com o enxerto funcionante foram submetidos no 120° dia de pós-operatório a 
nefrectomia esquerda e os rins avaliados por histologia. A gücemia foi medida no 5o dia 
de pós-operatório e os animais com níveis glicêmicos acima de 200 mg/dl foram 
submetidos a novo transplante (lado direito), utilizando-se ilhotas de Langerhans 
provenientes de camundongos BALB/c (H-2d) e também de camundongos CBA/H 
(H-2K). A glicemia após o segundo transplante foi medida conforme descrito para o 
primeiro. Tanto os animais que alcançaram o 50° dia de pós-operatório quanto os que 
apresentaram rejeição foram submetidos a nefrectomia direita para análise histológica e 
sacrificados.
3.6.2.5 Aloenxertos tratados com anti-CTLA4
Os animais receptores de aloenxertos tratados com anti-CTLA4 foram 
submetidos a nefrectomia esquerda para análise histológica, conforme já descrito, à 
medida que apresentavam rejeição.
3.6.2.6 Aloenxertos tratados com anri-CD45RB e anti-CTLA4
Os animais receptores de aloenxertos tratados com a combinação de anticorpos 
foram submetidos a nefrectomia esquerda para análise histológica, conforme já descrito, à 
medida que apresentavam rejeição.
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3.7 AVALIAÇÃO DOS LINFÓCITOS T  CD4 POR IM UN O FLUO RESCÊN CIA 
D IRETA E CITOMETRIA DE FLUXO
Inicialmente foram avaliados os linfócitos T CD4 dos camundongos não- 
submetidos ao enxerto. Dois animais de cada vez, um de cada grupo, foram avaliados por 
imunofluorescência direta e citometria de fluxo para expressão de CD45RB de superfície, 
CTLA4 de superfície, CTLA4 intracelular e IgG de hamster intracelular (usada como 
controle para a especificidade da fluorescência de CTLA4 intracelular). Os animais foram 
ainda avaliados quanto à presença do anticorpo monoclonal anti-CD45RB residual, 
quanto à interferência do anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 na fluorescência 
para o anticorpo anti-CD45RB C36316A FITC usado na avaliação da expressão de 
CD45RB de superfície e quanto à expressão de marcadores de ativação linfocitária 
(CD25, CD44 e CD69).
Na seqüência, foram avaliados os linfócitos T CD4 dos animais dos grupos 
submetidos ao transplante e sacrificados no 7o dia de pós-operatório. Analisaram-se 
3 animais em cada um dos grupos II (controle, aloenxerto sem tratamento), 
III (aloenxertos tratados com anti-CD45RB), IV (aloenxertos tratados com anti-CTLA4) 
e V (aloenxertos tratados com a combinação de anti-CD45RB e anti-CTLA4). Os 
esplenócitos de cada animal foram isolados como descrito no item 3.1.6.1 
(imunofluorescência indireta), sendo avaliados 2 animais de cada vez: inicialmente 
1 animal do grupo II e 1 animal do grupo III, até terminarem os 3 animais de cada grupo 
e posteriormente 1 animal do grupo IV e 1 animal do grupo V, da mesma maneira. 
Verificou-se a expressão de CD45RB de superfície, CTLA4 de superfície, CTLA4 
intracelular e IgG de hamster intracelular (usada como controle para a especificidade da 
fluorescência de CTLA4 intracelular).
52
3.7.1  IM U N O FLU O R E SC Ê N CIA  DIRETA
3.7.1.1 CD45RB e CTLA4 de superfície e CTLA4
e IgG de hamster intracelular
A metodologia foi a mesma para os animais submetidos ou  não a enxerto. Os 
esplenócitos do primeiro animal foram distribuídos em tubos de ensaio de 4,5 ml, 
numerados de 1 até 7, e os do segundo animal em 3 tubos, numerados de 5’, 6’ e T  (cada 
um contendo 500.000 esplenócitos). Os tubos foram centrifugados a 1.400 rotações por 
minuto durante 5 minutos. Desprezado o sobrenadante, foram  adicionados ao 
precipitado 100 jul de PBS 1% e 1 jil dos seguintes anticorpos monoclonais 
anticamundongo: anti-CD45RB C363.16A conjugado com FITC a 0,2m g/m l (Southern 
Biotechnology Associates, Birmingham, Alabama, EUA), anti-CTLA4 conjugado com 
PE a 0,2 mg/ml (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, Alabama, EUA) e 
anti-CD4 conjugado com cy-chrome a 0,2 mg/ml (Southern Biotechnology Associates, 
Birmingham, Alabama, EUA), conforme se vê nas tabelas 8 e 9.
T a b e l a  8 -  Im u n o flu o r e s c ê n c ia  direta  par a  CD45, CTLA4 e IgG de h a m s t e r  no  g rupo  I
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 T u b o  6 Tubo 7
Anticorpo - a - c a+b+c a+c a+c
a - anti-CD45RB FITC; b - anti-CTLA4 PE; c - anti-CD4 cy-chrome.
T a b e l a  9 -  Im u n o flu o r e s c ê n c ia  direta  para  CD45, CTLA4 e IgG de h a m s t e r  no  g rupo  II
Tubo 5 ’ Tubo 6 ’ Tubo 7 ’
Anticorpo a+b+c a+c a+c
a - anti-CD45RB FITC; b - anti-CTLA4 PE; c - anti-CD4 cy-chrome.
Na seqüência, os tubos, após incubados em gelo picado durante 20 minutos, 
receberam cada um 2 ml de PBS 1% e foram centrifugados a 1.400 rotações por minuto 
durante 5 minutos, desprezando-se o sobrenadante. O precipitado dos tubos 1, 2, 4, 5 e 
5’ foi fixado com 400 (J.1 de formaldeído a 2%, ficando prontos para a avaliação por 
citometria de fluxo. Aos tubos 3, 6, 7, 6’ e 7’ foi adicionado 1 m l de formaldeído a 2%, 
sendo eles incubados durante 20 minutos ã temperatura ambiente. Após a incubação
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receberam 1 ml de saponina a 0,5% (Sigma, Boston, Massachusetts, EUA) e foram 
novamente incubados na temperatura ambiente durante 5 m inutos -  a saponina tem a 
finalidade de abrir poros na membrana celular, permitindo assim  a passagem dos 
anticorpos para o interior da célula. Na seqüência, os tubos foram centrifugados durante 
5 minutos a 1.400 rotações por minuto, desprezando-se o sobrenadante. Ao precipitado 
dos tubos 3, 6 e 6’ foram adicionados 100 jllI de PBS 1% e 1 jul do anticorpo monoclonal 
anti-CTLA4 PE a 0,2 mg/ml (coloração intracelular), e ao precipitado dos tubos 7 e T  
adicionou-se 1 (Lil de IgG de hamster a 0,2 mg/ml (Southern Biotechnology Associates, 
Birmingham, Alabama, EUA). Os tubos foram incubados na temperatura ambiente 
durante 1 hora, após a qual foram submetidos a 2 ciclos de lavagem com 1 ml de 
saponina 0,5 % e centrifugação a 1.400 rotações por minuto durante 5 minutos e em 
seguida a 1 ciclo de lavagem e centrifugação com 2 ml de PBS 1 % . Por fim, os tubos 
foram fixados com 400 |J.l de formaldeído 2%.
Os tubos de número 1 a 4 foram usados para a regulagem do citômetro de 
fluxo; os tubos 5 e 5’, para avaliação da expressão de CD45RB e CTLA4 de superfície em 
linfócitos T CD4; os tubos 6 e 6’, para avaliação da expressão de CD45RB de superfície e 
CTLA4 intracelular em linfócitos T CD4; os tubos 7 e 7’, para avaliação da expressão de 
CD45RB de superfície e IgG de hamster intracelular em linfócitos T  CD4.
3.7.1.2 Anti-CD45RB C36316A+MB23G2 
e anti-CD45RB MB23G2 residual
Essa avaliação foi realizada somente nos animais não-submetidos a enxerto. Os 
esplenócitos, preparados conforme o item 3.7.1.1 e acondicionados nos tubos numerados 
de 8 e 9 (animal 1, grupo I) e 8’e 9’(animal 2, grupo II) receberam 1 fil dos seguintes 
anticorpos: anticorpo de cabra anti-rato conjugado com FITC (GAR FITC) a 0,2 mg/ml 
(Southern Biotechnology Associates, Birmingham, Alabama, EUA), anti-CD45RB 
MB23G2 a 0,2 mg/ml e anti-CD4 cy-chrome a 0,2 mg/ml em um a primeira incubação e 
anti-CD45RB C36316A FITC a 0,2 mg/ml (Southern Biotechnology Associates, 
Birmingham, Alabama, EUA) em uma segunda incubação (somente os tubos 8 e 8’), 
conforme as tabelas 10 e 11.
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T a b e l a  10 -  Im u n o f lu o re s c ê n c ia  d ir e ta  p a ra  a n ti-C D 4 5 R B  C 36316A+M B23G 2 
E A N T I-C D 45R B M B23G2 RESIDUAL NO GRUPO I
Tubo 8 Tubo 9
Anticorpo b+c+d a+d
a -  G AR  FITC; b -  anti-CD45RB MB23G2; c -  anti-CD45RB C36316A; d -  anti-CD4 cy-chrome.
T A B E L A  11 -  IMUNOFLUORESCÊNCIA DIRETA PARA ANTI-CD45RB C 3 6 3 1 6 A + M B 2 3 G 2  
E ANTI-CD45RB M B 23G 2 RESIDUAL NO GRUPO II
Tubo 8’ Tubo 9’
Anticorpo b+c+d a+d
a -  G AR FITC; b -  anti-CD45RB MB23G2; c -  anti-CD45RB C36316A; d -  anti-CD4 cy-chrome.
3.7.1.3 Marcadores de ativação linfocitária (CD25, CD44 e CD69)
Essa avaliação foi realizada somente nos animais não-submetidos a enxerto. Os 
esplenócitos do primeiro animal (grupo I) foram distribuídos em tubos de ensaio de
4,5 ml numerados de 10 a 14 e os do segundo animal (grupo II) em tubos numerados de 
12’ a 14’ (cada um contendo 500.000 esplenócitos). Os tubos foram centrifugados a 1.400 
rotações por minuto durante 5 minutos, desprezando-se o sobrenadante. Adicionaram-se 
ao precipitado 100 |J.l de PBS 1% e 1 |il dos seguintes anticorpos monoclonais 
anticamundongo (tabelas 10 e 11): anti-CD25 FITC a 0,2m g/m l (Southern
Biotechnology Associates, Birmingham, Alabama, EUA), anti-CD44 PE a 0,2m g/m l 
(Southern Biotechnology Associates, Birmingham, Alabama, EUA), anti-CD69 FITC a 
0,2 mg/ml (Southern Biotechnology Associates, Birmingham, Alabama, EUA) e anti- 
CD4 cy a 0,2 mg/ml, conforme as tabelas 12 e 13.
T a b e l a  12 -  Im u n o f l u o r e s c ê n c ia  d ir e t a  d o s  m a r c a d o r e s  d e  a t iv a ç ã o  l in f o c it á r ia  n o  g r u p o  I
Tubo 10 Tubo 11 Tubo 12 Tubo 13 Tubo 14
A n tic o rp o 3 b a + d b + d c + d
a - anti-CD25 FITC; b - anti-CD44 PE; c - anti-CD69 FITC; d - anti-CD4 cy.
T a b e la  13 -  I m u n o f lu o r e s c ê n c ia  d i r e t a  d o s  m a r c a d o r e s  d e  a t i v a ç ã o  l i n f o c i t á r i a  n o  g r u p o  II
Tubo 12’ Tubo 13’ Tubo 14’
A n tic o rp o a+ d b+ d c + d
a - anti-CD25 FITC; b - anti-CD44 PE; c - anti-CD69 FITC; d - anti-CD4 cy.
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Na seqüência, os tubos, após incubados em gelo picado durante 20 minutos, 
receberam cada um 2 ml de PBS 1% e foram centrifugados a 1.400 rotações por minuto 
durante 5 minutos, desprezando-se o sobrenadante. O precipitado foi fixado com 400 (J.1 
de formaldeído a 2%, ficando os tubos prontos para a avaliação por citometria de fluxo.
3.7.2 C it o m e t r ia  d e  f l u x o
Os tubos foram avaliados no citômetro de fluxo “Facscaübur” e os resultados 
avaliados pelo programa “Cell Quest”. Resultados abaixo de 3% do número total de 
linfócitos T CD4 na avaliação por citometria de fluxo foram considerados desprezíveis, 
levando-se em conta também as características de distribuição das células de acordo com 
sua fluorescência.
Em todos os tubos foi realizada inicialmente a avaliação dos esplenócitos de 
acordo com o seu tamanho. Essa avaliação foi feita medindo-se o tamanho das células 
através de visualização bidimensional: uma lateral (SSC-H) e uma frontal (FSC-H). Nessa 
população geral de células, os linfócitos Têm posição bem estabelecida, apresentando as 
menores dimensões tanto na visualização frontal quanto na lateral em relação às outras 
células, sendo então separados na região RI conforme figuras 2A, 2D, 2G, 21, 3A, 9A e 
9C (essas figuras não representam todos os tubos avaliados).
3.7.2.1 E xpressão de CD45RB, CTLA4 de superfície  
e CTLA4 e IgG de ham ster in tracelu lar
Nova avaliação foi feita nos tubos 1 a 7.
No tubo 1, primeiro mediu-se a fluorescência dos linfócitos (em R l) para 
CD45RB FITC (FL1-H) e para CTLA4 PE (FL2-H), conforme a figura 2B, e depois a 
fluorescência de CD45RB FITC (FL1-H) e CD4 cy-chrome (FL3-H), conforme a (figura 
2C). Como nesse tubo não há anticorpos, ele é usado para determinação das células que 
não expressam os anticorpos usados na avaliação (células negativas).
No tubo 2, mediu-se a fluorescência dos linfócitos (em R l)  para CD45RB- 
FITC (FL1-H, cor verde) em relação à fluorescência para CTLA4 PE (FL2-H, cor 
vermelha), conforme a figura 2E. Com isso realiza-se a compensação de cores (entre o
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verde e o vermelho) através da regulagem da amperagem no citômetro de fluxo e 
determina-se a população de linfócitos com expressão de CD45RB de alto peso 
molecular, localizados na região R3 (figura 2F), e de baixo peso molecular, localizados na 
região R2 (figura 2F), fixando-se a linha vertical para determinação dos quadrantes que 
dividem essas duas populações (figura 2E). Os linfócitos presentes n a  região R4 da figura 
2F são CD4 negativos (linfócitos CD8).
No tubo 3, mediu-se a expressão de CTLA4 PE intracelular (FL2-H, cor 
vermelha) nos linfócitos em relação à expressão de CD45RB FITC (FL1-H, cor verde), 
conforme a figura 2H. Com isso realiza-se a compensação de cores (entre o vermelho e o 
verde) através da regulagem da amperagem do citômetro de fluxo e determina-se a 
população de células expressando CTLA4 intracelular (em FL2-H), fixando-se a linha 
horizontal para determinação dos quadrantes que as dividem das células negativas (não 
expressam CTLA4 intracelular).
No tubo 4, para separar os linfócitos T CD4 da população geral de linfócitos 
fez-se a medição da fluorescência de CD4 cy-chrome (FL-3, cor azul) primeiro em 
relação à fluorescência de CD45FITC (FL-1, cor verde) e depois em relação à de 
CTLA4PE (FL-2, cor vermelha). Os linfócitos T CD4 foram separados dos linfócitos 
restantes dentro da região R2 (figura 2J) e da região R3 (figura 2KL). Com essa avaliação 
foi realizada a compensação de cores do citômetro de fluxo entre o azul e o vermelho em 
FL2-H e entre o azul e o verde em FL1-H.
Com a linha vertical (determinada no tubo 2, figura 2E) e a horizontal (deter­
minada no tubo 3, figura 2H) foram formados os quadrantes que forneceram os resultados 
da avaliação por citometria nos tubos contendo os três anticorpos (5 a 7 e 6’ a 7’): 
quadrante inferior direito (QID), quadrante inferior esquerdo (QIE), quadrante superior 
direito (QSD) e quadrante superior esquerdo (QSE). As células expressando CD45RB de 
alto peso molecular ficaram contidas nos quadrantes superior direito e inferior direito; as 
células expressando CD45RB de baixo peso molecular ficaram contidas nos quadrantes 
superior esquerdo e inferior esquerdo; as células expressando CD45RB de alto peso 
molecular e CTLA4,. no quadrante superior direito; as células expressando CD45RB de 
baixo peso molecular e CTLA4, no quadrante superior esquerdo.
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Nos tubos 5 a 7 e 5’ a 7’ -  que continham os três anticorpos -  primeiro fez-se 
a medição para separar os ünfócitos T CD4 dos restantes dentro da região R2 de maneira 
idêntica ã figura 3B; novas medições, para avaliar a expressão de CD45RB FITC (FL-1) 
em relação a CTLA4 PE (FL-2) de superfície conforme (figuras 4A e 4B), a expressão de 
CD45RB FITC (FL-1) em relação a CTLA4 PE (FL-2) intracelular (figuras 5A e 5B) e a 
expressão de CD45RB FITC (FL-1) em relação a IgG de hamster PE  (FL-2) intracelular 
(figuras 6A e 6B). As estatísticas com os resultados foram obtidas com  base na avaliação 
dos quadrantes nessas últimas medições.
Nos tubos 5 e 5’ foram avaliadas as percentagens de iinfócitos T CD4 que 
expressam CD45RB de alto e baixo peso molecular e as percentagens de Iinfócitos 
T CD4 com CD45RB de alto e baixo peso molecular que expressam CTLA4 em sua 
superfície (figuras 4A e 4B). Nos tubos 6 e 6’ foram avaliadas as percentagens de 
Iinfócitos T CD4 que expressam CD45RB de alto e baixo peso molecular e as 
percentagens de Iinfócitos T CD4 com CD45 de alto e baixo peso molecular que 
expressam CTLA4 intracelular (figuras 5A e 5B). Nos tubos 7 e 7 ’ foram avaliadas as 
percentagens de Iinfócitos T CD4 que expressam CD45RB de  alto e baixo peso 
molecular e as percentagens de Iinfócitos T CD4 com CD45 de  alto e baixo peso 
molecular que expressam IgG de hamster intracelular usada como controle para a 
expressão de CTLA4 intracelular (figuras 6A e 6B).
3.7.2.2 Expressão do anticorpo anti-CD45RB C36316A FITC+MB23G2
Essa quantificação foi realizada somente nos animais não-submetidos a enxerto. 
Na segunda avaliação nos tubos 8 e 8’ foram separados os Iinfócitos T CD4 dentro da 
região R2, de maneira idêntica à mostrada na figura 3B. Na terceira avaliação analisou-se a 
expressão de anti-CD45RB (C36316A) FITC nos Iinfócitos T CD4. Nessa avaliação os 
Iinfócitos T CD4 expressando C36316A ficaram contidos em M l (figuras 7A e 7B). Esses 
tubos foram incubados inicialmente com o anticorpo anti-CD45 MB23G2 com a finalidade 
de se verificar a influência desse anticorpo na fluorescência do  anticorpo C36316A 
conjugado com FITC, também específico para o segmento B da molécula CD45.
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3.7.2.3 Expressão do anticorpo anti-CD45RB MB23G2 residual
Essa quantificação foi realizada somente nos animais não-submetidos a 
enxerto. Na segunda avaliação nos tubos 9 e 9’ foram separados os linfócitos T CD4 
dentro da região R2, de maneira idêntica à mostrada na figura 3B. Na terceira avaliação 
analisou-se a expressão do anticorpo de cabra anti-rato conjugado com FITC nos 
linfócitos T CD4. Nessa avaliação os linfócitos T CD4 negativos para GAR FITC 
ficaram contidos em M l (figuras 8A e 8B). Esse anticorpo é expresso somente de 
maneira indireta nos linfócitos T CD4 que apresentam o anticorpo monoclonal anti- 
CD45RB residual na membrana (hibridoma proveniente de rato).
3.7.2.4 Expressão dos marcadores de ativação linfocitária 
(CD25, CD44 e CD69)
Essa quantificação foi realizada somente nos animais não-submetidos a 
enxerto. Antes do início da avaliação por citometria de fluxo, foram zeradas as 
amperagens usadas para a avaliação anterior, e novas amperagens foram determinadas 
para compensação das cores dos novos anticorpos conjugados utilizados (CD25 FITC, 
CD44 PE) nos tubos 10 e 11. A segunda avaliação no tubo 10 visou a determinação dos 
linfócitos positivos e negativos para CD25, estabelecendo-se uma linha vertical separando 
essas duas populações celulares (figura 9B). A segunda avaliação no tubo 11 visou a 
determinação da linha vertical que separa os linfócitos com alta ou baixa expressão de 
CD44, visto que quase não há células negativas para CD44, porque mais de 95% dos 
linfócitos expressam CD44 (figura 9D). Nos tubos 12 a 14 e 12’a 14’ a segunda avaliação 
foi feita para separar os linfócitos T CD4 dentro da região R2 de maneira idêntica à 
mostrada na figura 3B.
Na terceira avaliação por citometria de fluxo nos tubos 12 (grupo I) e 12’ 
(grupo II) determinou-se a expressão de CD25 nos linfócitos T  CD4. Os linfócitos 
T CD4 que não expressavam CD25 ficaram localizados em M l e os que o expressavam 
ficaram em M2 (figuras 10A e 10B).
Na terceira avaliação nos tubos 13 (grupo I) e 13’(grupo II) determinou-se a 
expressão de CD44 nos linfócitos T CD4. Os linfócitos T CD4 com baixa expressão de 
CD44 ficaram em M l e os com alta expressão em M2 (figuras 11A e 11B).
Finalmente, na terceira avaliação nos tubos 14 (grupo I) e 14’ (grupo II) 
determinou-se a expressão de CD69 nos linfócitos T CD4. Os linfócitos T CD4 que não 
expressavam CD69 ficaram localizados em M l e os que o expressavam ficaram em M2 
(figuras 12A e 12B).
3.8 A V A LIA ÇÃ O  HISTO LÓ G ICA
Após a nefrectomia, as peças, seccionadas em um plano que passava através 
dos enxertos, foram congeladas em nitrogênio líquido e conservadas em câmara fria a 
80°C negativos. Sua coloração foi realizada no Laboratório de Imunogenética da 
Universidade de Yale e a análise histológica no Serviço de Patologia da Universidade de 
Yale. As técnicas de coloração utilizadas na avaliação histológica foram: hematoxilina e 
eosina para todos os enxertos obtidos e imuno-histoquímica para insulina nos enxertos 
dos animais dos grupos I e III que atingiram o 120° dia de pós-operatório e dos animais 
do grupo III que atingiram o 50° dia de pós-operatório do 2o transplante.
3.9 AN ÁLISE ESTATÍSTICA
Foi realizada comparação dois a dois dos grupos de animais submetidos ao 
transplante de ilhotas de Langerhans em relação à variável tempo de sobrevida dos 
enxertos, utilizando-se o teste não-paramétrico de Cox-Mantel.
Para a análise dos dados obtidos com a citometria de fluxo dos linfócitos 
T CD4 para expressão de CD45RB, CTLA4, C363.16A FITC, GAR-FITC, CD25, CD44 
e CD 69 foi utilizado o teste não-paramétrico de Mann-Whitney.
Em todos os testes considerou-se o nível de significância de 5% (p<0,05).
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Figura 2- Citometria de fluxo gnapo .U: (controle) tubos 1 a 4 
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A, D, G, I (tubos 1, 2, 3 e 4 respectivamente)- Popula(j:l:lo geral de esplen6citos; Rl - Linf6citos. B, C 
(tubol)- Populayao de celulas negativas. E (tubo 2)- Expressao de CD45RB nos linf6citos. F (tubo 2)-
Histograma da expressao de CD45RB nos linf6citos. ( ~) e R3 - Linf6citos T CD4 com alta expressao de 
CD45RB; (~) e R2 -linf6citos T CD4 com baixa expressao de CD45RB; R4 -linf6citos CD4 negativos. H 
(tubo 3) -Expessao de CTLA4 intracelular nos linf6citos ('•-); celulas negativas (.;=:). J (tubo 4)-
Linf6citos T CD4 (R2). K (tubo 4)- Linf6citos T CD4 (R3). FSC-H- citometria frontal; SSC-H -
citometria lateral; FLl-H- fluorescencia para CD45RB FITC; FL2-H- fluorescencia para CTLA4 PE; 
FL3-H- fluorescencia para CD4 Cy-chrome. 
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A - Populactao geral de esplen6citos; Rl - Linf6citos. B - Linf6citos T 
CD4 (R2). FSC-H- citometria frontal; SSC-H- citometria lateral; FL3-H-
fluorescencia para CD4 Cy-chrome. 
Figura 4- Expressao de CD45RB e CTLA4 de superficie (tubos 5 e 5') 
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A e B (tubos 5 e 5' respectivamente)- Expressao de CD45RB e CTLA4 na superficie de linf6citos T 
CD4. QIE+QSE-linf6citos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular; QID+QSD-linf6citos T 
CD4 expressando CD45RB de alto peso molecular; QSE- linf6citos T CD4 com CD45RB de baixo peso 
molecular expressando CTLA4 de superficie; QSD- linf6citos T CD4 com CD45RB de alto peso 
molecular expressando CTLA4 de superficie. FSC-H- citometria frontal; SSC-H- citometria lateral; FLl-H-
fluorescemcia para CD45RB FITC; FL2-H- fluorescencia para CTLA4 PE; QSE- quadrante superior 
esquerdo; QSD- quadrante superior direito; QID- quadrante inferior direito.; QIE- quadrante inferior 
esquerdo. 
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Figura 5- Expressao de CD4SRB e CTLA4 intracelular (tubos 6 e 6') 
Grupo I (controle) e grupo II (anti-CD4SRB) 
v v 
0 A 0 8 
M QSE QSD M QSE QSD 
0 0 
~ ~ NO NO _J.-
...J- u....,.... u....,.... 
0 0 --
0 0 0 0 - 104 - 104 1 
A e B (tubos 6 e 6' respectivamente)- Expressao de CD45RB de superficie e CTLA4 intracelular em 
linf6citos T CD4. QIE+QSE - linf6citos T CD4 expfessando CD45RB de baixo peso molecular; 
QID+QSD -linf6citos T CD4 expressando CD45RB de alto peso molecular; QSE- linf6citos CD4 com 
CD45RB de baixo peso molecular expressando CTLA4 intracelular; QSD - linf6citos T CD4 COPl 
CD45RB de alto peso molecular expressando CTLA4 intracelular. FSC-H- citometria frontal; SSC-H-
citometria lateral; FLl-H- fluorescencia para CD45RB FITC; FL2-H- fluorescencia para CTLA4 PE; QSE-
quadrante superior esquerdo; QSD- quadrante superior direito; QID- quadrante inferior direito.; QIE-
quadrante inferior esquerdo. 
Figura 6- Expressao de CD4SRB e IgG de hamster intracelular (tubos 7 e 7') 
Grupo I (controle) grupo II (anti-CD4SRB) 
v v 
0 A 0 8 





...J- ...J-u....,.... u....,.... 
0 0 - -0 0 
0 0 - -1 
A e B (tubos 7 e 7' respectivamente)- Expressao de CD45RB de superficie e IgG de hamster intracelular 
em linf6citos T CD4. QIE+QSE -linf6citos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular; 
QID+QSD- linf6citos T CD4 expressando CD45RB de alto peso molecular; QSE- linf6citos T CD4 com 
CD45RB de baixo peso molecular expressando lgG de hamster intracelular; QSD - linf6citos T CD4 com 
CD45RB de alto peso molecular expressando lgG de hamster intracelular. FSC-H- citometria frontal; 
SSC-H- citometria lateral; FLl-H- fluorescencia para CD45RB FITC; FL2-H- fluorescencia para 
hamster lgG PE; QSE- quadrante superior esquerdo; QSD- quadrante superior direito; QID- quadrante 
inferior direito.; QIE- quadrante inferior esquerdo. 
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Figura 7- Expressao de anti-CD45R.B (MB23G2 + C36316A FITC) tubos 8 e 8' 
grupo I (controle) e grupo II (anti-CD45RB) 
~= A ~= B I ,.,, M1 ()()" ,l Ml ()() 
!!l.o r~ !!l.o II\, :s: I~ I :s: 
5"11" I I 5"11" j 'I v v 
N ,,} ~~', N L\ 
I t...,, 
0 0 
10° 10° 101 102 
FL 1-H 
Ae B (tubos 8 e 8' respectivamente)- Expressao de C36316A FITC nos 
linf6citos T CD4; Ml -linf6citos T CD4 expressando C36316A FITC. 
Counts- mimero de celulas; FLl-H- fluorescencia para C36316A FITC . 
Figura 8 - Expressao de GAR FITC (tubos 9 e 9') 
grupo I (controle) e grupo II (anti-CD45RB) 









A e B (tubos 9 e 9respectivamente)- Expressao de anticorpo de cabra 
anti-rato FITC (GAR FITC) nos linf6citos T CD4; Ml -linf6citos T CD4 
negativos para expressilo de GAR FITC. Counts - nfunero de celulas; 
FLl-H - fluorescencia para GAR FITC. 
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A e C (tubos 10 e 11 respectivamente) - popula9iio geral de esplen6citos; R1 -
Linf6citos. B (tubo 10)- Expres.siio de CD25 FITC nos linf6citos. U -linf6citos 
negativos para CD25; ..!- -linf6citos expressando CD25. D (tubo 11)- expressiio de 
CD44 PE nos linf6citos. U -linf6citos com baixa expressiio de CD44; ..!- -linf6citos 
Com alta expressiio de CD44. FSC-H - citometria frontal; SSC-H - citometria lateral; 





Figura 10- Expressao de CD25 (tubos 12 e 12') 
Grupo I (controle) e grupo II (anti-CD45RB) 
A o_ B 
~ 
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A e B (tubos 12 e 12' respectivamente)- Expressao de CD25 FITC nos 
linf6citos T CD4. Ml -linf6citos T CD4 negativos para CD25 FITC; M2 -
linf6citos T CD4 positivos para CD25 FITC. Counts - nfunero de celulas; 




Figura 11- Expressao de CD44 (tubos 13 e 13') 
Grupo I (controle) e grupo II (anti-CD45RB) 
A 0 8 -
co 






A e B (tubos 13 e 13 ' respectivamente) - Expressao de CD44 Pe nos 
linf6citos T CD4. Ml-linf6citos T CD4 com baixa expressao deCD44PE; 
M2 - linf6citos T CD4 com alta expressao de CD44PE. Counts- mimero de celulas; 
FL2-H - fluorescencia para CD44PE. 
Figura 12- Expressao de CD69 (tubos 14 e 14') 
Grupo I (controle) e grupo II (anti-CD45RB) 
~--- A ~--- 8 
A e B (tubos 14 e 14' respectivamente) - Expressilo de CD69 FITC nos 
linf6citos T CD4. M1 -linf6citos T CD4 negativos para CD69 FITC; M2 -
linf6citos T CD4 positivos para CD69 FITC. Counts - mimero de celulas; 




4.1 AN TICO RPO  M O N O CLO N AL AN TI-CD 45RB
4 .1 .1  E s p e c t r o f o t o m e t r ia  DO ANTICORPO A N T I-C D 45R B  
APÓ S COLETA D A  COLUNA PROTEÍNA G
Os resultados da espectrofotometria dos 17 tubos (1 e 2 são controle, 
referência 0 no aparelho) após coleta dos anticorpos na coluna de proteína G estão 
demonstrados na tabela 14. Foram selecionados os tubos 6 até 16 por apresentarem 
significativa quantidade de proteína, com valor médio igual a 0,52. A concentração de 
anticorpos monoclonais anti-CD45RB foi igual a 0,39mg/ml (0,52 x 0,75). O volume 
contido nos tubos 6 até 16 foi de 23 ml. A quantidade de anti-CD45RB foi de 8,97 mg.
T a b e l a  14 -  Es pec tr o fo to m etr ia  do  a n tic o r p o  a n ti-CD45RB a p ó s  c o lu n a  p r o teín a  G
Tubo Tubo Tubo
1 0 7 0,939 13 0,284
2 0 8 0,725 14 0,245
3 0,011 9 0,579 15 0,232
4 0,008 10 0,477 16 0,207
5 0,043 11 0,386 17 0,185
6 0,981 12 0,335
E -  valor no espectrofotômetro.
4 .1 .2  E s p e c t r o f o t o m e t r ia  d a  IgG p a d r ã o  e  a n t i-C D 4 5 R B
Os resultados da espectrofotometria da IgG padrão e do anticorpo anti- 
CD45RB, ambos em diferentes concentrações, estão na tabela 15 e tabela 16 
respectivamente.
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T a b e la  15 -  Espectr ofo to m etria  da IgG padrão
IgG 0 25% 50 % j 75 % 100%
E 0 0,237 0,384 0,543 0,689
IgG -  concentração de IgG; E -  resultado da espectrofotometria.
T a b e l a  16 -  Espectr o fo to m etria  d o  antico rpo  a n ti-C D 45R B
Anti-C D45RB 25% 50% 100 %
E 0,200 0,316 0,562
Anti-CD45RB -  concentração de anti-CD45RB; E -  resultado da espectrofotometria.
4 .1 .3  R e l a ç ã o  d a  e s p e c t r o f o t o m e t r l \ c o m  a  c o n c e n t r a ç ã o  d e
PRO TE ÍN A
A relação dos valores medidos no espectrofotômetro com os valores reais da 
concentração de IgG padrão está demonstrada no gráfico 1, assim como a relação dos 
valores medidos no espectrofotômetro com a concentração real do anticorpo anti- 
CD45RB.
G r á f i c o  1 -  Relação  da IgG padrão  c o m  a  concentr aç ão  d e  a n t i-CD 45R B
Concentração (mg/dl)
11 1 IgG padrí); tubo 1 ; .....  tubo 2;  tubo 3.
A tabela 17 mostra os resultados para a concentração de anti-CD45RB nas 3 
diferentes titulações e sua multiplicação pelos fatores de conversão, determinando as 
concentrações reais do anticorpo. A concentração final de anti-CD45RB, igual a 


















4.1.4 IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA E CITOMETRIA DE FLUXO 
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Os resultados da avalia<_;:ao por imuno fluorescencia indireta e citometria de 
fluxo para verifica<_;:ao da especificidade do anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 
es tao demonstrados na figura 13. "A" mostra a popula<;ao geral de celulas isoladas do 
ba<;o em uma avalia<_;:ao bidimensional - visao lateral (SSC-H) e visao frontal (FSC-H) -
sendo se lecionados na regiao R1 os linf6citos. E ssa representa<_;:ao dos esplen6citos e 
linf6citos corresponde somente ao tubo 1. O s valores correspondentes ao numero de 
celulas representadas em R1 nos 7 tubos estao na tabela 18. Nas figuras 13B e 13C, FL1-
H mostra a fluorescencia para o anticorpo secundario (anticorpo de cabra anti-rato 
co njugado com FITC) ligado ao anticorpo primario (anti-CD45RB) especifico para o 
segmento B do receptor CD45. A fluorescencia em FL1-H es ta demonstrada nas 
cliferentes concentra<_;: oes (tubos 1 ate 7), observando-se significativa climinui<;ao da 
fluorescencia somente no tubo 7 (com menor concentra<_;:ao de anticorpo primario) . 
FIGURA 13- CITOMETRIA DE FLUXO (IMUNOFLUORESCENCIA INDIRETA) 
v A 0 B 0 c 
0 0 0 
(\J (\J 
M I T? 0 
~ 
-vw~ 
1ft 1ft T6 c c vo :::l' oo- 0 :::l' 0 








100 101 102 103 104 1000 
FSC-H FL 1-H 
A- Populat;:ao geral de eplen6citos do tubo numero 1 (tubos n(Imero 2, 3, 4, 5, 6 e 7 nao demonstrados); 
Rl- Linf6citos. B- expressao indireta de CD45RB nos Iinf6citos: T1 (Qre!O), tubo numero 1; T2 
(vermelho), tubo numero 2; T3 (verde), tubo numero 3; T4 (marron), tubo n(Imero 4. C- expressao iridireta 
de CD45RB nos linf6citos: T5 (azul), tubo numero 5; T6 (magenta), tubo numero 6; T7 (amarelo), tubo 
numero 7. FSC-H- citometria frontal; SSC-H - citometria lateral; FLI-H- fluorescencia para o anticorpo 
de cabra anti-rato conjugado com FITC (em escala logaritmica); counts- numero de celulas. 
69
T a b e l a  18 -  Im uno fluo rescência  indireta  e c ito m etr ia  d e  fluxo  
DO ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-CD45RB
Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 Tubo 4 Tubo 5 Tubo 6 Tubo 7
R1 8.234 6.447 5.970 6.553 7.889 7.632 8.402
T 8.179 5.070 4.776 5.627 7.099 7.155 2.281
(%) (99,33%) (78,64%) (80%) (85,87%) (89,99%) (93,75%) (27,15%)
R1 -  linfócitos; T  -  número de linfócitos expressando (tubos 2 até 7) ou não (tubo 1) o com plexo de anticorpos (anticorpo 
de cabra anti-rato conjugado com FITC e anti-CD45RB).
4.2 IN D U ÇÃO  D E DIABETE QUÍMICA
A glicemia dos animais nos diferentes grupos medida 1 semana após a injeção 
de estreptozocina e imediatamente antes do transplante está representada no anexo 1.
4.3 SO BRE V ID A  DO S ENXERTO S
4 .3 .1  P r im e ir o  t r a n s p l a n t e
Os gráficos 2 e 3 representam o percentual cumulativo de sobrevida dos 
enxertos dos animais dos grupos I, II, III, IV e V. Os valores dos níveis glicêmicos 
medidos 1 semana após a administração de estreptozocina, no período pré-operatório 
imediato, no pós-operatório dos grupos I, II, III, IV e V e após a nefrectomia esquerda 
nos animais dos grupos I e III estão expressos nos anexos 2 a 6.





G r á f ic o  3 -  Percentual cum ulativo  de so brevida  dos enxertos  g r u p o s  III, IV e V
-•—  Grupo III 
■ —  Grupo IV 
-O—  Grupo V
A análise estatística pelo teste de Cox-Mantel demonstrou diferença 
significativa da sobrevida dos enxertos entre os grupos II e III (p<0,0001), II e V 
(p—0,00023) e III e V (p<0,0001). O grupo IV apresentou sobrevida estatisticamente 
igual à do grupo II (p=0,2563).
4 .3 .2  S e g u n d o  t r a n s p l a n t e
Sete animais do grupo III atingiram o 120° dia de pós-operatório apresentando 
níveis normais de glicemia, e hiperglicemia após a nefrectomia esquerda. Desses, 4 foram 
submetidos a um 2o transplante com ilhotas de Langerhans provenientes de 
camundongos BALB/c, e 3 animais a um 2o transplante com ilhotas de camundongos 
CBA/H. Dos 4 animais submetidos a um 2o transplante com ilhotas de Langerhans 
provenientes de camundongos BALB/c, 3 permaneceram euglicêmicos até o 50° dia de 
pós-operatório e 1 apresentou rejeição no 25° dia de pós-operatório. Dos 3 animais que 
receberam um 2o enxerto com ilhotas provenientes de camundongos CBA, 
2 apresentaram rejeição no 10° dia e 1 no 15° dia de pós-operatório. A glicemia dos 
animais submetidos ao 2° transplante está mostrada no anexo 4.
Dias
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4.4 EXPRESSÃ O  DE CD45, CTLA4 E IgG DE H AM STER
4 .4 .1  A n im a is  n ã o -s u b m e t id o s  a  e n x e r t o
Os resultados da citometria de fluxo das regiões avaliadas nos tubos número 1 
até 7 para o grupo I (controle) e 5’ a 7’ para o grupo II (anti-CD45RB) estão 
representados no anexo 7. A expressão de CD45RB nos linfócitos T  CD4 de animais do 
grupo I (controle) e do grupo II (tratados com anti-CD45RB) estão representados no 
gráfico 4. Esses resultados representam a média entre os tubos número 5 a 7 para os 
animais do grupo I e 5’a 7’ para os animais do grupo II. Os resultados dos quadrantes 
avaliados em cada tubo isoladamente podem ser vistos no anexo 8, e os valores para R2 
(número de linfócitos T CD4 avaliados) nos 6 tubos -  5 a 7 para cada animal do grupo I 
e 5’ a T  para cada animal do grupo II — estão no anexo 7. O aumento do número de 
linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular no grupo II foi 
significativo (p=0,0040).
G ráfico  4 -  Ex pr es s ão  d e  CD45RB nos lin fóc ito s  T CD4 
G rupo  I (c o n tr o le ) e  grupo  II (a n ti-CD 45R B)








H  Linfócitos T CD4 expressando CD45RB de alto peso molecular; 
n  linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular.
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No gráfico 5 estão representados os resultados da citometria de fluxo da 
expressão de CTLA4 de superfície nos linfócitos T CD4 com CD45 de alto e baixo peso 
molecular dos animais do grupo I (controle) e do grupo II (tratados com anti-CD45RB). 
Essa expressão não foi considerada significativa na citometria de fluxo. O número de 
linfócitos T CD4 avaliados e os valores numéricos das porcentagens estão mostrados no 
anexo 9.
G rá fic o  5 -  E x p re s s ã o  d e  CTLA4 d e  s u p e r f í c i e  n o s  l i n f ó c i t o s  T  CD4 
COM CD45RB DE ALTO E BAIXO PM
Grupo I Grupo II
Animal Animal
S  Linfócitos T  CD4 com CD45RB de alto peso m olecular expressando C TLA4 de superfície;
□  Linfócitos T CD4 com CD45RB de baixo peso m olecular expressando CTLA4 de superfície.
Os resultados da citometria de fluxo para avaliação da expressão de CTLA4 
intracelular nos linfócitos T CD4 apresentando CD45RB de alto e baixo peso molecular 
dos animais do grupo I (controle) e do grupo II (tratados com anti-CD45RB) mostram 
que o aumento do número de linfócitos T CD4 com CD45RB de baixo peso molecular 
expressando CTLA4 intracelular foi estatisticamente significativo (p=0,0080) (gráfico 6). 
Os resultados da expressão de CTLA4 intracelular nos linfócitos T CD4 com CD45RB 
de alto peso molecular não foram considerados significativos na citometria de fluxo. O 
número de linfócitos T CD4 avaliados e os valores numéricos das porcentagens estão 
mostrados no anexo 10.
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S  Linfócitos T CD4 com CD45RB de alto peso m olecular expressando CTLA4 intracelular;
□  Linfócitos T CD4 com CD45RB de baixo peso molecular expressando CTLA4 intracelular.
A expressão de IgG de hamster intracelular nos linfócitos T CD4 apresentando 
CD45RB de alto e baixo peso molecular dos animais do grupo I (controle) e do grupo II 
(tratados com anti-CD45RB) não foi considerada significativa na citometria de fluxo 
(gráfico 7). O número de linfócitos T CD4 avaliados e os valores numéricos das 
porcentagens estão no anexo 11.
G ráfico  7 -  Expr essão  de IgG de ham ster  in tracelular  nos  lin fó c ito s  T  CD4
B Linfócitos T CD4 com CD45RB de alto peso molecular expressando IgG de hamster intracelular;
□  Linfócitos T CD4 com CD45RB de baixo peso molecular expressando IgG de hamster intracelular.
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4 .4 .2  A N IM A IS SUBM ETIDOS A  EN XERTO
Os resultados da citometria de fluxo para avaliação inicial dos esplenócitos e 
das regiões nos tubos número 1 até 7 dos animais dos grupos II (controle) e IV (anti- 
CTLA4) e nos tubos 5’ a 7’ dos animais dos grupos III (anti-CD45RB) e V (anti- 
CD45RB+anti-CTLA4) estão representados no anexo 12 e 13.
Os resultados da citometria de fluxo da expressão de CD45RB nos linfócitos 
T CD4 avaliados no grupo II (aloenxertos sem tratamento), grupo III (tratados com anti- 
CD45RB), grupo IV (tratados com anti-CTLA) e grupo V (tratados com a combinação 
anti-CD45RB e anti-CTLA4) estão representados nos gráficos 8 e 9. Esses resultados 
representam a média entre os tubos número 5 a 7 para os animais dos grupos II e IV e 5’ 
a 7’ para os animais dos grupos III e V. Os resultados dos tubos isoladamente e 
porcentagens estão nos anexos 14 e 15.
Houve diferença estatística no aumento do número de linfócitos T CD4 
expressando CD45RB de baixo peso molecular observado no grupo III em relação ao 
grupo II (p=0,0500), no grupo III em relação ao grupo IV (p=0,0500) e no grupo V em 
relação ao grupo II (p=0,0500). O grupo IV apresentou expressão de CD45RB 
estatisticamente igual à do grupo II (p=0,1000).
G ráfico  8 -  Ex pr es s ão  de C D45RB em  lin fó c ito s  T  CD4
G rupo  II (c o n tr o le ) e g rupo  III (a n t i-CD45RB)
B  Linfócitos T CD4 expressando CD45RB de alto peso molecular;
□  linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular.
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G r á f ic o  9 -  E x p re s s ã o  de CD45RB em l in f ó c i t o s  T CD4
G ru p o  IV (anti-CTLA4) e g r u p o  V (anti-CD45RB+an ti-CTLA4)
Grupo IV Grupo V
A nim al A n im al
B  Linfócitos T CD4 expressando CD45RB de alto peso molecular;
□  linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular.
Os resultados da citometria de fluxo da expressão de CTLA4 de superfície 
(tubos número 5 e 5’) nos linfócitos T CD4 apresentando CD45RB de alto e baixo peso 
molecular dos animais do grupo II (aloenxertos sem tratamento), grupo III (tratados com 
anti-CD45RB), grupo IV (tratados com anti-CTLA4) e grupo V (tratados com a 
combinação anti-CD45RB e anti-CTLA4) não foram considerados significativos na 
citometria de fluxo (gráficos 10 e 11). O número de linfócitos T  CD4 avaliados e o 
resultado das porcentagens estão nos anexos 16 e 17.
G ráfico  10 -  Expr es s ão  de CTLA4 de super fíc ie  em  lin fó c ito s  T CD4


























A n im al
■  Linfócitos T CD4 com CD45RB de alto peso molecular expressando CTLA4 de superfície;
□  Linfócitos T CD4 com CD45RB de baixo peso molecular expressando CTLA4 de superfície.
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G r á f ic o  11 -  E x p re s s ã o  de CTLA4 de s u p e r f íc ie  em l i n f ó c i t o s  T  CD4
G r u p o  IV (anti-CTLA4) e g r u p o  V (anti-CD45RB+a n ti-CTLA4)
G rupo IV G rupo V
TTQU
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A n im a l
H  Linfócitos T  CD4 com CD45RB de alto peso molecular expressando CTLA4 de superfície;
□  Linfócitos T  CD4 com CD45RB de baixo peso molecular expressando CTLA4 de superfície.
Os resultados da citometria de fluxo da expressão de CTLA4 intracelular (tubos 
número 6 e 6’) nos linfócitos T CD4 apresentando CD45RB de alto e baixo peso molecular 
dos animais do grupo II (aloenxertos sem tratamento), grupo III (tratados com anti- 
CD45RB), grupo IV (tratados com anti-CTLA) e grupo V (tratados com a combinação 
anti-CD45RB e anti-CTLA4) estão representados nos gráficos 12 e 13 e anexos 18 e 19.
G ráfico  12 -  Ex pr es s ão  de CTLA4 intracelular  em l in fó c it o s  T CD4
G rupo  II (a lo e n x er to  - c o n tr o le ) e  g r u p o  III (a n t i-CD 45R B)
G rupo II G rupo III
A n im al A n im al
Si Linfócitos T CD4 com CD45RB de alto peso molecular expressando CTLA4 intracelular;
□  Linfócitos T CD4 com CD45RB de baixo peso molecular expressando CTLA4 intracelular.
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G r á f ic o  13 -  E x p re s s ã o  de CTLA4 i n t r a c e lu la r  em l i n f ó c i t o s  T CD4







A n im a l
Bí Linfócitos T CD4 com CD45RB de alto peso molecular expressando C TLA4 intracelular; 
□  Linfócitos T CD4 com CD45RB de baixo peso molecular expressando C TLA 4 intracelular.
Houve diferença estatística no aumento de linfócitos T CD4 com CD45RB de 
baixo peso molecular expressando CTLA4 intracelular no grupo III em relação ao 
grupo II (p=0,0500) e no grupo V em relação ao grupo II (p=0,0500). O grupo IV 
apresentou expressão de CTLA4 intracelular estatisticamente igual à do grupo II 
(p=1,0000), ocorrendo o mesmo no grupo V em relação ao grupo III (p=0,6500). A 
expressão de CTLA4 intracelular nos linfócitos T CD4 com CD45RB de alto peso 
molecular foi considerada desprezível pela análise por citometria de fluxo.
Os resultados da citometria de fluxo da expressão de IgG de hamster 
intracelular (tubos número 7 e 7’) nos linfócitos T CD4 apresentando CD45RB de alto e 
baixo peso molecular dos animais do grupo II (aloenxertos sem tratamento), grupo III 
(tratados com anti-CD45RB), grupo IV (tratados com anti-CTLA4) e grupo V (tratados 
com a combinação anti-CD45RB e anti-CTLA4) não foram considerados significativos 











G r á f ic o  1 4 -  E x p re s s ã o  de  IgG de  h a m s te r  i n t r a c e lu la r  em l i n f ó c i t o s  T C D 4





















A n im a l
ÉS Linfócitos T  CD4 com CD45RB de alto peso molecular expressando IgG de ham ster intracelular;
□  Linfócitos T  CD4 com CD45RB de baixo peso molecular expressando IgG de ham ster intracelular.
G ráfico  15 -  Ex pr es s ão  d e  IgG d e  ham ster  in tracelular  em  lin fó c ito s  T  CD4 
G rupo  IV (a n t i-CTLA4) e g rupo  V (a n t i-C D 45R B+a n t i-CTLA4)

















A n im al
3  Linfócitos T CD4 com CD45RB de alto peso m olecular expressando IgG de ham ster intracelular;
□  Linfócitos T  CD4 com CD45RB de baixo peso m olecular expressando IgG de ham ster intracelular.
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4.5 A V A LIA ÇÃ O  D A EXPRESSÃO  DE
A N TI-C D 45RB C36316A FITC + M B23G2
Estes resultados referiu-se a animais não-submetidos a enxerto. Os resultados 
da citometria de fluxo para avaliação da expressão de anti-CD45RB (C36316A FITC) em 
linfócitos T CD4 em animais do grupo I (controle) e do grupo II (anti-CD45RB) 
incubados em conjunto com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB (MB23G2) estão no 
gráfico 16. Os resultados para o total de esplenócitos, linfócitos e linfócitos T CD4 
avaliados em cada animal estão no anexo 7 e as porcentagens no anexo 22.
G r á f i c o  1 6 -  E x p r e s s ã o  d e a n t i-CD45RB (C 36316A FITC)














1 2  3 4
A n im al
®  Linfócitos T CD4 não expressando C36316A FITC;
□  Linfócitos T CD4 expressando C36316A FITC.
A análise estatística demonstrou igualdade no número de linfócitos T CD4 
C363.16A FITC positivos nos 2 grupos (p=0,3100). O número de linfócitos T CD4 
C363.16A negativos não foi considerado significativo na análise por citometria de fluxo.
4.6 AVALIAÇÃO  D A  PRESEN ÇA  DE A N TICO RPO  RE SID U A L
Estes resultados referem-se a animais não-submetidos a enxerto. Os resultados 
da citometria de fluxo para avaliação da presença do anticorpo anti-CD45RB residual em 
linfócitos T CD4 com anticorpos de cabra anti-rato conjugado com FITC (GAR-FITC)
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após 8 dias da primeira injeção endovenosa nos grupos I (controle) e II (anti-CD45RB) 
estão representados no gráfico 17. Os resultados referentes ao número total de 
esplenócitos, linfócitos e linfócitos T CD4 avaliados estão no anexo 7 e as porcentagens 
no anexo 23.
G r á f i c o  17  -  E x p r e s s ã o  d e  G AR-FITC (8 o d ia )
Grupo I Grupo II
Animal Animal
□  Linfócitos T CD4 não expressando GAR -  FITC;
S  Linfócitos T CD4 expressando G A R -F IT C .
A análise estatística demonstrou igualdade no número de linfócitos T CD4 
GAR-FITC negativos nos 2 grupos (p=0,2220). O número de linfócitos T CD4 expres­
sando GAR-FITC não foi considerado significativo na análise por citometria de fluxo.
4.7 A VALIAÇÃO  DOS M ARCAD O RES D E A TIV AÇÃO  CE LU LA R 
NO S LIN FÓ CITO S T  CD4
Estes resultados referem-se a animais não-submetidos a enxerto. Os resultados 
da citometria de fluxo para avaliação da expressão de marcadores de ativação dos linfócitos 
T CD4 (CD25, CD44 e CD69) nos animais não-submetidos a enxerto estão nos gráficos 
18, 19 e 20 respectivamente. Os resultados do número total de esplenócitos e linfócitos 
avaliados em cada grupo estão no anexo 7 e as porcentagens nos anexos 24 a 26.
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G r á fic o  18 -  Expr essão  d e  CD25 FITC - G rupo  I (co ntr o le ) e g r u p o  II (a n ti-CD45RB)
Grupo I Grupo ü
Animal Anim al
□  Linfócitos T CD4 não expressando CD25 FITC; 
®  Linfócitos T CD4 expressando CD25 FITC.
A análise estatística demonstrou igualdade na expressão de linfócitos T CD4 
CD25 negativos nos 2 grupos (p=0,4200).
G ráfico  19 -  Expr essão  d e  CD44 - g r u p o  I (co n tr o le ) e  grupo  II (a n t i-CD 45R B)
Grupo I  Grupo ü
Animal Animal
□  Linfócitos T CD4 com baixa expressão de CD44 PE; 
H  Linfócitos T CD4 com alta expressão de CD44 PE.
8 2
A análise estatística demonstrou diferença significativa quanto ao número 
maior de linfócitos T CD4 com alta expressão de CD44 no grupo I em relação ao 
grupo II (p=0,0320).
G r á fic o  20 -  Expr es s ão  d e  CD69 FITC -  g r u p o  I (co ntr o le ) e  g r u p o  II (a n t i-CD45RB)
Grupo I  Grupo I I
Animal Anim al
□  Linfócitos T CD4 não expressando CD69 FITC;
31 Linfócitos T CD4 expressando CD69 FITC.
A análise estatística demonstrou igualdade na expressão de linfócitos T CD4 
CD69 negativos nos 2 grupos (p=0,1500).
4.8 AN ÁLISE H ISTO LÓ G ICA
4.8.1 A n im a is  a v a l ia d o s  n o  7o d ia  d e  p ó s - o p e r a t ó r io
Os enxertos dos 3 animais do grupo II (controle), dos 3 animais do grupo III 
(anti-CD45RB), dos 3 animais do grupo IV (anti-CTLA4) e dos 3 animais do grupo V 
(anti-CD45RB + anti-CTLA4), avaliados no 7o dia de pós-operatório, apresentaram na 
avaliação histológica por hematoxilina e eosina um infiltrado monomorfonuclear ao redor 
das ilhotas de Langerhans no espaço subcapsular do rim, sem destruir sua arquitetura. 
Não houve infiltrado no interior das ilhotas ou no parênquima renal. As figuras 14A e 
14B representam o Io animal avaliado nos grupos II e III, respectivamente.
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4.8.2 A N IM A IS QUE APRESEN TARAM  REJEIÇÃO
A análise histológica por hematoxilina e eosina dos rins com os enxertos de 
todos os animais dos grupos II, IV e V e de 7 animais do grupo III que apresentaram 
rejeição demonstrou um infiltrado inflamatório monomorfonuclear invadindo o interior 
das ilhotas de Langerhans, destruindo completamente sua arquitetura em todos os 
animais. O parênquima renal não apresentou infiltrado inflamatório. A figura 15 mostra 
corte do rim de um animal do grupo II (controle) que apresentou rejeição no 10° dia de 
pós-operatório.
4.8.3 AN IM AIS AVALIAD O S N O  120° D IA DE PÓ S-O PER ATÓ RIO
A análise histológica por hematoxilina e eosina dos rins com os enxertos dos 
10 animais do grupo I (isoenxertos) e dos 7 animais do grupo III (anti-CD45RB) no 120° 
dia de pós-operatório demonstrou um infiltrado monomorfonuclear no espaço 
subcapsular renal ao redor das ilhotas de Langerhans sem invasão do seu interior e sem 
prejuízo de sua arquitetura. O parênquima renal não apresentou infiltrado algum. Os 
enxertos apresentaram ainda presença de discreta quantidade de fibroblastos ao redor das 
ilhotas.
A análise por imuno-histoquímica para insulina foi positiva na topografia das 
ilhotas no espaço subcapsular em todos os animais, em contraste com o parênquima 
renal, onde foi negativa.
As figuras 16A e 16D representam o Io animal avaliado no grupo I (isoenxerto) 
e a figura 16B e 16E o primeiro animal avaliado no grupo III.
4.8.4 AN IM AIS AVALIAD O S A PÓ S O 2o TRAN SPLAN TE  (G R U PO  III)
A análise histológica por hematoxilina e eosina de 3 dos 4 animais do grupo III 
(anti-CD45RB) submetidos ao segundo transplante com ilhotas provenientes de 
camundongos BALB/c avaliados no 50° dia de pós-operatório apresentou um infiltrado 
monomorfonuclear no espaço subcapsular renal ao redor das ilhotas de Langerhans, sem
invasão do seu interior e sem prejuízo de sua arquitetura. O parênquima renal não 
apresentou infiltrado algum. A análise por imuno-histoquímica para insulina foi positiva 
na topografia das ilhotas no espaço subcapsular em todos os animais, em contraste com o 
parênquima renal, onde foi negativa. As figuras 16C e 16F representam o I o animal 
avaliado no grupo III (anti-CD45RB).
A análise dos enxertos por hematoxilina e eosina nos 3 animais submetidos ao 
2o transplante com ilhotas de camundongos CBA e no animal restante que recebeu 
ilhotas de camundongos BALB/c, todos apresentando rejeição, demonstrou um 
infiltrado inflamatório monomorfonuclear invadindo o interior das ilhotas de Langerhans 
e destruindo completamente sua arquitetura.
FIGURA 14- ANALISE HISTOLOGICA NO yo DIA DE POS-OPERATORIO 
GRUPO II (CONTROLE) E GRUPO Ill (ANTI-C045RB) 
A 8 
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A - grupo II (controle) awnento de 20x. In@trado monomorfonuclear localizado ao redor das ilhotas de 
Langerhans (seta) sem invadir o seu interior. No parenquima renal adjacente nao hi in@trado inflamat6rio. B -
grupo III (anti-CD45RB) awnento de 20x. In@trado monomorfonuclear localizado ao redor das ilhotas de 
Langerhans (seta) sem invadir o seu interior. No parenquima renal adjacente nao hi in@trado inflamat6rio. 
FIGURA 15- ANALISE HISTOLOGICA REJEI~AO- GRUPO II (CONTROLE) 
A 8 
A - awnento de 20x. In@trado monomorfonuclear no espa<;:o subcapsular renal invadindo o interior das ilhotas de 
Langerhans destruindo sua arquitetura (seta) . B- awnento de 40x. 
FIGURA 16 - ANALISE HISTOLOGICA NO 120° POS-OPERA TORIO 





.·\ - grupo l (isoenxerro) aumen to de 40x, 120° pos-o pe ra to rio , hematoxilina eosina . B - grupo l (isoenxerto) , 
aumento de 40x , 120° pos-o peratorio, imuno-histoqufmica para insulina . C- grupo III (anti-CD45RB), aumento de 
40x, 120° dia de pos-operato rio , hemaroxilina e eosina . D - grupo III (anrj -CD4SR.B), aumento de 40x, 120° pos-
operato rio, imuno-histoquimica para insulina . E - grupo III (anti-CD45RB), aumento de 40x, 2° transplante (50° 
p6s-ope rat6 rio) , hematoxilina e eosina . fo - g rupo III (anrj-CD45RB), aumento de 40x, 2° transplante (50° p6s-
operar6 rio), imuno-histoquimica para insulina. E m ,-\ , C e E obsc tva-sc prese rvac; iio da arquitetura das ilhotas de 
Lange rhans (sera), com discrcto infiltrado mo nomorfonuclear ao sc u rcdor. Em B, D c F obsetva-se pos irividade 
para a prcscnc;a de insulina (co lorac;iio marrom nas ilhoras de Langc rhans) . 
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5 D ISC U SSÃ O
5.1 A N TIC O RPO  M O N O CLO N AL AN TI-CD 45RB
O hibridoma MB23G2, usado para obtenção do anticorpo monoclonal anti- 
CD45RB, resulta da fusão de uma célula de mieloma da classe NS-1 com um esplenócito 
de rato Lewis imunizado com antiimunoglobulina de linfoblastos ativados de 
camundongo. Essas células, quando mantidas em meio de cultura, produzem grande 
quantidade de anticorpos monoclonais de rato da classe IgG2A específicos para 
aminoácidos transcritos a partir do segmento cromossômico 5 (B) da porção 
citoplasmátdca da molécula de CD45. A troca freqüente de frascos com adição de solução 
nutriente permitiu a proliferação celular com conseqüente aumento do volume de 
anticorpos produzidos. Após a obtenção do volume desejado, avaliou-se a viabilidade 
celular, considerando que a quantidade máxima de anticorpos é obtida quando 
aproximadamente 90% das células do hibridoma estão inviáveis.
Os anticorpos foram purificados da solução nutriente com uma coluna de 
proteína G que apresenta sítios específicos para imunoglobulina G, como o anticorpo 
anti-CD45RB. Para a extração do anticorpo da coluna de proteína G usou-se uma 
solução com pH ácido, que tornou instável o anticorpo, o qual foi imediatamente 
recolhido em um frasco com pH básico.
a
Após a avaliação da concentração com o espectrofotômetro, a solução 
contendo o anticorpo monoclonal anti-CD45RB foi submetida a diálise com uma 
membrana semipermeável. A finalidade dessa diálise foi trocar o solvente em que o 
anticorpo estava diluído, pela solução salina tamponada com fosfato a 1%, que é inerte 
para utilização via endovenosa em animais.
Com o objetivo de administrar aos camundongos doses corretas e controladas 
do anticorpo monoclonal anti-CD45RB, a sua concentração na solução de PBS 1% foi 
avaliada no espectrofotômetro usando-se como parâmetro de comparação uma IgG 
padrão de concentração conhecida.
A especificidade a leucócitos murinos do anticorpo obtido foi avaliada por 
imunofluorescência indireta. Mesmo em baixas concentrações, a avaliação por citometria 
de fluxo demonstrou anticorpos ligados à membrana dos linfócitos, o que indica que o 
anticorpo é altamente específico a leucócitos murinos.
5.2 REVERSÃO  DA H IPERG LICEM IA
Neste estudo todos os animais diabéticos por estreptozocina apresentaram 
normalização dos níveis glicêmicos a partir do 5o dia de pós-operatório. Logo, o 
transplante de ilhotas de Langerhans é um método efetivo para o controle da diabete. 
Foram necessárias 400 ilhotas transplantadas para conseguir a massa de células ß 
suficiente para essa normalização.
Diversos estudos na literatura também demonstram que, se um número 
adequado de ilhotas for transplantado, as anormalidades metabólicas em ratos e 
camundongos diabéticos são revertidas. Os níveis de glicose plasmática retornam ao 
normal (KEMP et a l, 1973; GRAY e WATKINS, 1974; ZIEGLER et al., 1974; 
AMAMOO et al., 1975; LORENZ et al., 1975; MARQUET e HEYSTEK, 1975; 
SLIJEPCEVIC et a l, 1975; FINCH e MORRIS, 1976; PIPELEERS-MARICHAL et al., 
1976; RABINOVITCH et al., 1976; FELDMAN et al., 1977; NASH et al., 1977; 
NELKEN et al., 1977; RUMPF et al., 1977; SILBERBERG et al., 1977; HENRIKSSON, 
1978; S EL AWRY et al., 1978; VESELY et al., 1979; TRIMBLE et al.; 1980a); os níveis de 
insulina circulatória tornam-se normais ou elevados (GRAY e WATKINS, 1974; 
ZIEGLER et al., 1974 ; LORENZ et al., 1975; FELDMAN et al., 1977; VIALETTES et 
al., 1979a; TRIMBLE et al., 1980a); a curva do teste de tolerância à glicose é melhorada 
(MARQUET e HEYSTEK, 1975; VIALETTES et al., 1979a; TRIMBLE et al., 1980a; 
TRIMBLE et al., 1980b) ou normalizada (GRAY e WATKINS, 1974; LORENZ et al., 
1975; FELDMAN et al., 1977; TRIMBLE et al., 1980b); a glicosúria é abolida (KEMP et 
a l, 1973; ZIEGLER et al., 1974; RABINOVITCH et al., 1976; HENRIKSSON, 1978;
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TRIMBLE et al., 1980b); ocorre aumento de peso nos animais (KONCS et al., 1976; 
FELDMAN et al., 1977; TRIMBLE et al., 1980a); poliúria, polidipsia e polifagia são 
eliminadas (ZIEGLER et al., 1974; AMAMOO et al., 1975; PIPELEERS-MARICHAL 
et al., 1976; FELDMAN et al., 1977; TRIMBLE et a l; 1980b); outras anormalidades 
metábolicas desaparecem, como: níveis séricos elevados de glucagon (PIPELEERS- 
MARICHAL et al., 1976), níveis séricos elevados de lipídios plasmáticos (ZIEGLER et 
al., 1974; VIALETTES et al., 1979b), níveis diminuídos da enzima hepática 
guanilatociclase (VESELY et al., 1979). Discretas perturbações detectadas no teste de 
tolerância à glicose podem ser atribuídas à localização ectópica das ilhotas, à falta de 
inervação, à massa celular diminuída e à ruptura do circuito enteroinsulínico (TRIMBLE 
et al., 1980b).
O método de obtenção das ilhotas através da digestão do tecido pancreático 
com a enzima colagenase e de purificação através de seu gradiente de densidade com a 
solução de Ficoll® apresenta imperfeições, como ficou demonstrado pela necessidade de 
cinco doadores para obtenção do número adequado de ilhotas de Langerhans. Esse é um 
problema comum nos estudos experimentais com transplante de ilhotas de Langerhans 
(SHIZURU et al., 1987; LENSCHOW et al., 1995; PARKER et al., 1995; ROSSINI et 
al., 1996; AUERSVALD et al., 1997; KOJA et al., 1997; ZHENG et al., 1997; 
BASADONNA et a l, 1998; RASTELLINI et al., 1999a; ZHENG et al., 1999), bem 
como nos protocolos clínicos em que um método semelhante para purificação é utilizado 
(LAKEY et al., 1997).
5.3 AN ÁLISE DA SO BRE V ID A  DO S EN XERTO S
5 .3 .1  ISOENXERTOS
Os isoenxertos realizados entre camundongos BALB/c apresentaram sobrevida 
de 120 dias, sem a utilização de moduladores ou supressores do sistema imune. A 
igualdade do MHC entre doadores e receptores não desencadeou nenhum estímulo para
90
a ativação e proliferação linfocitária. Assim sendo, não houve resposta linfocitária 
específica ao enxerto que culminasse com o processo de rejeição e hiperglicemia.
A ocorrência de hiperglicemia após a nefrectomia esquerda no 120° dia de pós- 
operatório indica que o estado de euglicemia obtido até então era mantido pelos enxertos. 
É importante destacar que a administração de estreptozocina pode causar um estado de 
hiperglicemia transitório, mas reversível, uma vez que as células (3 nas ilhotas de 
Langerhans podem recuperar pouco depois sua função. A ação da estreptozocina é dose- 
dependente: pode ter efeito tóxico direto sobre as células (3 nas ilhotas de Langerhans ou 
desencadear resposta imune específica contra as ilhotas. Sua ação tóxica direta sobre as 
ilhotas ocorre de maneira intensa, provocando hiperglicemia irreversível. No segundo 
caso, como nem todas as ilhotas são acometidas e algumas são acometidas parcialmente, 
a resposta imune pode diminuir com o tempo, remanescendo uma massa celular capaz de 
restaurar os níveis glicêmicos. Caso isso ocorresse com a dose de estreptozocina usada 
nesse experimento, os animais permaneceriam com níveis glicêmicos normais após a 
extração do rim esquerdo, que continha o enxerto de ilhotas. Logo, a dose utilizada tem 
ação tóxica direta sobre as ilhotas de Langerhans.
Os resultados dos isoenxertos demonstram a possibilidade técnica da realização 
do transplante de ilhotas de Langerhans em camundongos diabéticos pela ação da 
estreptozocina com manutenção da euglicemia por período prolongado de tempo.
5 .3 .2  ALOENXERTOS SEM TRATAMENTO (GRUPO CONTROLE)
Todos os aloenxertos sem tratamento realizados entre as linhagens de 
camundongos BALB/c (doadores) e C57BL6 (receptores) apresentaram quadro de 
intensa rejeição entre o 10° e o 15° dia de pós-operatório. Essa reação intensa na ausência 
de modulação ou supressão do sistema imune demonstra a imunogenicidade da ilhotas de 
Langerhans dos camundongos BALB/c nos receptores. Logo, pode-se considerar esse 
modelo de transplante adequado para a avaliação de uma intervenção a ser realizada no 
sistema imune com o objetivo de modular sua ação.
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5 .3 .3  A l o e n x e r t o s  t r a t a d o s  c o m  o  a n t ic o r p o  
MONOCLONAL AN TI-CD 45RB
5.3.3.1 Primeiro transplante
Os animais submetidos ao transplante de ilhotas de Langerhans tratados com o 
anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 apresentaram maior sobrevida do enxerto 
em relação ao grupo controle, resultado esse estatisticamente significativo, pois 50% dos 
animais chegaram ao 120° dia de pós-operatório. Esse aumento da sobrevida dos 
enxertos foi obtido às custas de somente 3 doses do anticorpo administradas 1 dia antes 
do procedimento, no pré-operatório imediato e no 5o dia de pós-operatório. Esse fato 
indica que a alteração induzida pela medicação produz efeitos em longo prazo e 
possivelmente não está relacionada à supressão do sistema imune. BASADONNA et al. 
(1998) demonstraram que a administração do anticorpo monoclonal anti-CD45RB 
produz uma diminuição transitória no número de linfócitos T CD4 no sangue periférico 
de camundongos submetidos ao transplante de ilhotas de Langerhans; esse número 
retorna ao normal ao redor do 14° dia de pós-operatório. Os autores observaram ainda 
que o número de linfócitos T CD4 no baço e no tecido linfóide não se modificou com a 
administração do anticorpo. Esses achados reforçam mais ainda a hipótese de que o 
mecanismo de ação do anticorpo não é por imunossupressão.
Outros autores obtiveram resultados semelhantes em termos de sobrevida do 
enxerto utilizando também o anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 
(AUERSWALD et a l, 1997; BASADONNA et a l, 1998).
Esses dados mostram que a intervenção no sinal 1 do processo de ativação 
linfocitária por aloantígenos com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB causa aumento 
na sobrevida dos enxertos.
5.3.3.2 Segundo transplante
Sete animais permaneceram euglicêmicos até o 120° de pós-operatório; após 
nefrectomia esquerda, englobando o enxerto, apresentaram hiperglicemia com valores 
superiores a 200 mg/dl. Três dos 4 animais desse grupo submetidos a 2° transplante com
ilhotas provenientes de camundongos BALB/c apresentaram novamente níveis glicêmicos 
normais até o 50° dia de pós-operatório, o que indica que o anticorpo monoclonal anti- 
CD45RB induz tolerância imunológica às ilhotas de Langerhans de camundongos 
BALB/c. Os 3 animais restantes submetidos a um 2o transplante com ilhotas provenientes 
de camundongos CBA/H apresentaram rejeição em seguida. Essa linhagem de 
camundongos apresenta diferenças antigênicas importantes em relação aos camundongos 
BALB/c, originalmente utilizados como doadores. BASADONNA et al. (1998) obtiveram 
os mesmos resultados também com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 em 
um modelo de transplante de ilhotas de Langerhans em camundongos.
Fica assim demonstrado que a modulação no sistema imune causada pelo 
anticorpo monoclonal anti-CD45RB é específica aos antígenos apresentados no 
momento de sua administração, dados esses compatíveis com a indução de tolerância 
imunológica.
A tolerância imunológica é obtida por três mecanismos básicos -  deleção 
clonal, anergia e supressão específica (NAJI, 1996) — , os quais não se excluem; de fato 
coexistem em muitos modelos de tolerância imunológica.
Deleção clonal é o mecanismo fisiológico do timo e da medula óssea para 
indução de tolerância imunológica às células próprias do organismo. Linfócitos com 
afinidade aos antígenos do MHC (sinal 1) do próprio organismo apresentados por APCs 
no timo tornam-se anérgicos e na medula óssea sofrem apoptose (NOSSAL, 1994; 
SURH e SPRENT, 1994). As APCs do timo e da medula óssea não fornecem o sinal 2 
para esses linfócitos específicos. Esse é o mesmo mecanismo dos modelos de indução de 
tolerância imunológica que se utilizam da inoculação intratímica de antígenos.
Supressão é um mecanismo de indução de tolerância imunológica em linfócitos 
maduros. Essa forma de tolerância é observada nos diversos modelos em que linfócitos T 
de animais que adquiriram tolerância imunológica a determinado enxerto através de 
intervenção qualquer são transfundidos para outros animais que também se tornam 
tolerantes após receberem enxerto idêntico àquele dos doadores de linfócitos (FLALL et 
al., 1990).
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Anergia é outro mecanismo de indução de tolerância imunológica em linfócitos 
maduros (BURKLY et a l, 1989; FOWLKES e RAMSDELL, 1993). Esse efeito resulta 
da interação de linfócitos T com um antígeno específico na ausência do segundo sinal 
necessário para ativação linfocitária. Esse é o mecanismo observado nos modelos de 
indução de tolerância com manipulação da interação das APCs com os linfócitos T. O 
uso de anticorpos monoclonais anti-CD45RB enquadra-se nesse caso. LAZAROVITS et 
al. (1996) demonstraram in vivo que o anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 
causou aumento da fosforilação da fosfolipase C yl, uma propriedade de células anérgicas.
5.3.4  A l o e n x e r t o s  t r a t a d o s  c o m  o  a n t ic o r p o  
MONOCLONAL ANTI-CTLA4
Os animais submetidos a transplante tratados com o anticorpo monoclonal 
anti-CTLA4 apresentaram sobrevida do enxerto igual à dos animais do grupo controle. O 
bloqueio do receptor CTLA4 não causa nenhuma alteração no sistema imune. A ausência 
dos sinais negativos para a proliferação linfocitária fornecida pelo receptor CTLA4 
poderia, sim, facilitar o processo de rejeição. No entanto o que ocorre é a progressão 
natural do processo de reconhecimento antigênico e o desencadeamento da resposta 
linfocitária específica, culminando com a rejeição do enxerto em 100% dos casos.
5.3.5  A l o e n x e r t o s  t r a t a d o s  c o m  o  a n t ic o r p o  
MONOCLONAL ANTI-CD45RB E ANTI-CTLA4
O sinal 2 de ativação linfocitária consiste na interação de moléculas chamadas 
coestimulatórias: primeiro ocorre interação da molécula CD40 nas APCs com a molécula 
CD40L nos linfócitos T (NOELLE et a l,  1992); depois, das moléculas B7-1 (CD80) e 
B7-2 (CD86) nas APCs, identificadas pela primeira vez por LINSLEY et al. (1990), com a 
molécula CD28, identificada por HANSEN et al. (1980), e CTLA4, identificada por 
BRUNET et al. (1987), nos linfócitos T CD4; por último, a interação da molécula 
ICAM-1 nas APCs com a molécula LFA-1 nos linfócitos T (ISOBE et a l,  1992). A 
interação CD40/CD40L é a que ocorre mais precocemente nesse processo aumentando a 
expressão de B7-1, B7-2 e ICAM-1 nas APCs (HOLLANDER et a l ,  1999).
93
94
A interação de B7-1 e B7-2 com CD28 induz os linfócitos T CD4 a produzir 
interleucina 2 (LINSLEY et al., 1991a; GIMMI et al., 1991) e a iniciar seu processo de 
diferenciação (SEDER et al., 1994; KING et al., 1995). A molécula CTLA4 é 
estruturalmente homóloga à CD28 e compartilha a habilidade de ligar-se com as 
moléculas B7-1 e B7-2 (LINSLEY et al., 1991b; LENSCHOW et a l ,  1993; MERWE et 
al., 1997). Sua expressão é aumentada após a ativação dos linfócitos T, ocorrendo o nível 
máximo em 48 a 72 horas (LINSLEY et al., 1992; WALUNAS et al., 1994). Estudos in 
vitro (WALUNAS et a l, 1994; KRUMMEL e ALLISON, 1995) e in vivo (KEARNEY et 
al., 1995) demonstraram que a molécula CTLA4 é uma reguladora negativa no processo 
de ativação dos linfócitos T CD4, antagonista aos sinais positivos fornecidos através da 
estimulação da CD28.
A ativação completa dos linfócitos T requer a estimulação do complexo CD3- 
TCR e dos receptores coestimulatórios (MUELLER et al., 1989, LINSLEY et al., 1996). 
Após essa ligação, os receptores CD28 e CTLA4 transmitem importantes sinais, 
necessários para a ativação dos linfócitos T (SCHWARTZ et al., 1992; LINSLEY e 
LEDBETTER, 1993; GUINAN et a l, 1994; JUNE et al., 1994; ALLISON, 1994; 
LINSLEY et al., 1996). O receptor CD28 tem baixa afinidade pelas moléculas B7 
(LINSLEY et al., 1994; LINSLEY et al., 1996) e é expresso em linfócitos T ativados e 
inativados. Em contraste, o receptor CTLA4 tem alta afinidade com as moléculas B7 
(LINSLEY et al., 1991a; LINSLEY et al., 1994; LINSLEY et al., 1996; MERWE et al.,
1997) e é expresso somente após a ativação dos linfócitos T (BRUNET et al., 1987; 
LINSLEY et al., 1996). As moléculas CD28 e CTLA4 têm funções distintas durante o 
processo de ativação linfocitária. O estímulo via CD28 aumenta a produção de citocinas e 
incrementa a ativação celular (SCHWARTZ et al., 1992; LINSLEY e LEDBETTER, 
1993; GUINAN et al., 1994; JUNE et al., 1994; ALLISON, 1994). O estímulo do 
receptor CTLA4 com anticorpos monoclonais específicos não produz os mesmos efeitos 
mediados pelo receptor CD28 (LINSLEY et al., 1992; DAMIE et al., 1994; WALUNAS 
et al., 1994; KRUMMEL e ALLISON, 1995; LINSLEY et al., 1996); pelo contrário, 
causa sua diminuição (KRUMMEL e ALLISON, 1995). Camundongos transgênicos que
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não expressam a molécula CTLA4 apresentam uma doença linfoproliferativa fatal que se 
manifesta pelo incremento do número de linfócitos T ativados e por um processo auto- 
imune de destruição tecidual (TIVOL et a l, 1995; WATERHOUSE et a l, 1995). Assim 
sendo, a estimulação do receptor CTLA4 é um importante regulador negativo da ativação 
dos linfócitos T.
Cem por cento dos animais submetidos ao transplante que foram tratados com 
a combinação dos anticorpos monoclonais anti-CD45RB e anti-CTLA4 apresentaram 
rejeição entre o 15° e o 25° dia de pós-operatório. Isso demonstra que o aumento da 
sobrevida dos enxertos induzida pelo anticorpo monoclonal anti-CD45RB é dependente 
dos estímulos negativos fornecidos pelo receptor CTLA-4. O anticorpo monoclonal anti- 
CTLA4 causa somente um bloqueio mecânico do receptor CTLA4 nos linfócitos T. Com 
isso as moléculas B7-1 e B7-2 nas células apresentadoras de antígenos ligam-se somente 
ao receptor CD28 nos linfócitos T.
A grande maioria dos protocolos para modulação do sistema imune e indução 
de tolerância imunológica atuam sobre o sinal coestimulatório (sinal 2) do processo de 
ativação linfocitária (PANKEWYCZ et a l, 1989; HAO et a l, 1992; LENSCHOW et a l, 
1995; STEURER et a l, 1995; GAINER et a l, 1997; TRAN et a l,  1997; ZHENG, et a l, 
1999). Esses protocolos bloqueiam as moléculas B7-1 e B7-2 nas APCs (anticorpos 
monoclonais anti-B7-l e anti-B7-2 e imunoglobulina CTLA4) e o receptor CD40L 
(anticorpo monoclonal anti-CD40L) e LFA1 (anticorpo monoclonal anti-LFAl) nos 
linfócitos T. O anticorpo monoclonal anti-CD45RB produz uma intervenção no sinal 1, 
apresentando resultados semelhantes.
5.4 EXPRESSÃO  DE CD45
A estrutura da proteína CD45 consiste em um segmento extracelular variável 
(formado por 400 a 500 aminoácidos) com características de receptor, um segmento 
transmembranoso e um segmento intracelular (formado por cerca de 700 aminoácidos)
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com duas regiões de atividade enzimática (SARMIENTO et al., 1982). O gene 
responsável pela transcrição da proteína está mapeado no cromossomo 1 e é composto 
por 34 segmentos. Diferentes formas de CD45 podem ser geradas pela ação alternada do 
RNAm nos segmentos variáveis 4, 5 e 6 (inicialmente conhecidos por segmentos A, B 
e C), dando origem a diferentes seqüências de aminoácidos localizadas na extremidade 
distal do segmento extracelular.
A porção extracelular da estrutura da proteína CD45 pode ser reconhecida por 
anticorpos específicos. TROWBRIDGE (1978) foi o primeiro a purificar anticorpos 
contra a proteína de membrana CD45 em camundongos, na época conhecida como T200 
ou LCA. Para a produção dos anticorpos foi utilizado um hibridoma conjugando 
esplenócitos de ratos e células de mieloma humano. Inicialmente os anticorpos foram 
utilizados em técnicas de coloração por imuno-histoquímica, na tentativa de diferenciar 
neoplasias de origem linfóide e não-linfóide (WARNKE et al., 1983).
Existem dois tipos de anticorpos monoclonais anti-CD45 (McMICHAEL, 
1987; STREULI et al., 1988; BASADONNA et al., 1998): o primeiro consiste em um 
anticorpo denominado pan-anti-CD45, que é capaz de reconhecer um segmento da 
proteína CD45 comum a todas as possíveis combinações dos segmentos variáveis 4, 5 e 
6; o segundo tipo, anticorpo monoclonal anti-CD45RB, reconhece uma porção restrita 
(R) da proteína formada por aminoácidos transcritos a partir do segmento 
cromossômico 5 (B).
O anticorpo monoclonal anti-CD45RB pode ser utilizado para dividir os 
linfócitos T CD4 em duas populações: linfócitos T CD4 que expressam CD45RB de alto 
peso molecular e linfócitos T CD4 que expressam CD45RB de baixo peso molecular. As 
formas de CD45 identificadas em camundongos pelo anticorpo monoclonal anti- 
CD45RB apresentam aminoácidos transcritos dos segmentos 4+5, 5+6 e 5 isoladamente 
(BASADONNA et al., 1998). Essas combinações apresentam diferentes pesos 
moleculares: 220.000 quilodáltons para a forma transcrita dos segmentos 4+5; 200.000 
quilodáltons para a forma transcrita dos segmentos 5+6; 190.000 quilodáltons para a 
forma transcrita do segmento 5 isoladamente (SUNDERLAND et al., 1979;
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MICHAELSON et a l, 1979; STANDRING et a l,  1978; COFFMAN e 
WEISSMAN,1981; TERRY et al., 1988). Uma quarta forma não reconhecida pelo 
anticorpo monoclonal anti-CD45RB apresenta peso molecular de 180.000 quilodáltons e 
não é transcrita a partir de nenhum dos três segmentos variáveis (SUNDERLAND et al., 
1979; MICHAELSON et a l, 1979; STANDRING et a l,  1978; COFFMAN e 
WEISSMAN.1981; TERRY et a l, 1988). Os linfócitos T CD4 com CD45RB de alto peso 
molecular expressam em sua membrana uma grande quantidade de moléculas de CD45 
formadas por aminoácidos transcritos a partir dos segmentos 4+5, 5+6 ou 5 
isoladamente. Os linfócitos T CD4 com CD45RB de baixo peso molecular expressam em 
sua membrana pouca quantidade de moléculas de CD45 formadas por aminoácidos 
transcritos a partir do segmento 5 isoladamente e grande quantidade de moléculas 
formadas por aminoácidos transcritos a partir dos segmentos cromossômicos que não os 
variáveis, não-reconhecidas pelo anticorpo monoclonal anti-CD45RB (BASADONNA et 
a l, 1998).
A expressão das diferentes formas de CD45 é específica para diferentes 
linhagens e estado de ativação de células hematopoéticas. No entanto linfócitos 
individuais expressam simultaneamente mais de uma forma, nos diferentes tipos de 
linfócitos, de acordo com suas funções distintas e estado de ativação (KORETZKY et a l, 
1990; KORETSKY et a l, 1991). A expressão de CD45 é dinâmica: os linfócitos T 
alteram a expressão de maneira altamente regulada durante a seleção tímica e durante a 
exposição a antígenos na periferia (ODONERA et a l, 1996).
Os animais do grupo controle (submetidos ou não a enxerto), não-tratados 
com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB, apresentaram duas populações de linfócitos 
T CD4 na avaliação por citometria de fluxo: na primeira, linfócitos T CD4 com alta 
expressão de CD45RB; na segunda, linfócitos T CD4 com baixa expressão de CD45RB. 
Essas duas populações de linfócitos apresentaram-se em proporção constante em todos 
os animais desses grupos: aproximadamente 50% dos linfócitos T CD4 apresentaram 
CD45RB de alto peso molecular e outros 50% apresentaram CD45RB de baixo peso 
molecular.
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Esses mesmos achados foram observados nos animais submetidos a enxerto e 
tratados com o anticorpo anti-CTLA4, visto que esse anticorpo somente bloqueia o 
receptor, não alterando a expressão das proteínas da membrana celular.
Os animais tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB (submetidos 
ou não a enxerto) também apresentaram essas duas populações distintas de linfócitos 
T CD4, mas com proporção modificada: o tratamento causou mudança na expressão de 
CD45RB, aumentando significativamente a quantidade de linfócitos T CD4 com 
expressão de CD45RB de baixo peso molecular e diminuindo a quantidade de linfócitos 
T CD4 com expressão de CD45RB de alto peso molecular. Essa alteração na expressão 
de CD45RB está associada a significativo aumento na sobrevida dos enxertos e também 
na indução de tolerância imunológica.
GAO et al. (1999) demonstraram que os linfócitos T CD4 de animais tratados 
com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB são os responsáveis pela modulação do 
sistema imune e conseqüente aumento da sobrevida dos enxertos e indução de tolerância 
imunológica. Em um modelo de transplante renal em camundongos, os autores 
conseguiram induzir tolerância imunológica em animais não-submetidos a tratamento 
com o anticorpo anti-CD45RB, porém submetidos a uma transfusão de linfócitos T CD4 
de animais com tolerância imunológica devida ao uso do anticorpo.
A associação entre a mudança na expressão de CD45RB e a sobrevida dos 
enxertos foi comprovada por BASADONNA et al. (1998). Os autores utilizaram dois 
tipos de anticorpos monoclonais anti-CD45RB -  MB23G2 e MB4B4 -  em um modelo 
de transplante de ilhotas de Langerhans. O primeiro foi associado a um aumento na 
sobrevida dos aloenxertos, o que não ocorreu com o segundo. A análise do produto da 
lise de linfócitos pelo método de Western Blot demonstrou que o anticorpo monoclonal 
anti-CD45RB MB23G2 causou uma mudança na expressão de CD45, com aumento do 
número de linfócitos expressando as formas de baixo peso molecular; os linfócitos dos 
animais tratados com o anticorpo MB4B4 apresentaram-se da mesma maneira que os 
animais controle.
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Esses mesmos achados foram observados por LAZAROVITS et al. (1996) em 
um estudo com transplante renal em camundongos. Os enxertos dos animais tratados 
com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 apresentaram significativo aumento 
da sobrevida em relação aos do grupo controle, o que não aconteceu com os animais 
tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB4B4.
Segundo diversos autores, a subdivisão em duas populações de linfócitos 
T CD4 de acordo com a expressão de CD45 pode corresponder a linfócitos T hl e Th2 
(LEE et al. 1990, POWRIE et al. 1993; POWRIE et al. 1994; BASADONNA et al.
1998). Estudos funcionais dos linfócitos T CD4 demonstram que somente alguns clones 
são capazes de ativar linfócitos B, iniciando a produção de anticorpos da classe IgG l e 
IgE; esses linfócitos T CD4 foram denominados Th2 (KIM et a l,  1985). Outros clones 
de linfócitos T CD4 são capazes somente de realizar algumas funções distintas, como 
reação de hipersensitividade tardia, ativação de macrófagos, citotoxicidade celular e 
supressão da resposta mediada por anticorpos. Os linfócitos T CD4 com atividade 
citotóxica contra células expressando moléculas transcritas do MHC que apresentam 
antígenos específicos foram denominados T h l (TITE et a l,  1987; BOTTOMLY et a l, 
1989). Essa dicotomização da população de linfócitos CD4 em T h l e Th2 foi também 
demonstrada com base na produção de linfocinas (MOSMANN e COFFMAN, 1987; 
MOSMANN e COFFMAN, 1989): a primeira subpopulação (Thl) produz
principalmente interferon gama e interleucina 2; a segunda (Th2) produz principalmente 
interleucina 4 e 10.
BOTTOMLY et al. (1989) mostraram que em camundongos a divisão dos 
linfócitos T CD4 em duas populações com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB é 
acompanhada de uma heterogeneidade funcional que pode significar estágios de 
diferenciação ou especialização dos linfócitos T CD4. Os linfócitos T CD4 com 
expressão de CD45RB de alto peso molecular produziram altas quantidades de 
interleucina 2 e interferon-y e baixas quantidades de interleucina 4 e 10, em resposta a 
uma variedade de estímulos mitogênicos; os linfócitos T CD4 com expressão de 
CD45RB de baixo peso molecular produziram interleucina 4 e 10 e pouca quantidade de
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interleucina 2 e interferon-y. Os autores afirmam que nos camundongos as 
subpopulações de linfócitos T CD4 com expressão de CD45RB de alto e de baixo peso 
molecular equivalem, na realidade, às duas subpopulações de linfócitos CD4: linfócitos T 
auxiliadores do tipo 2 (Th2) e linfócitos T auxiliadores do tipo 1 (Thl). Esses achados 
foram corroborados por POWRIE et al. (1993), POWRIE et al. (1994); BASADONNA 
et al. (1998).
A mudança da expressão de CD45RB com aumento das formas de baixo peso 
molecular também foi observada em outro estudo em que se usou o anticorpo 
monoclonal anti-CD45RB (BASADONNA et al., 1998). Nesse estudo a quantificação 
com PCR do RNA mensageiro para produção de interleucinas por linfócitos T CD4 nos 
enxertos dos animais tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB demonstrou 
altas quantidades de RNA mensageiro para interleucina 4 e interleucina 10, características 
de linfócitos Th2, em comparação com os animais não-tratados; a quantidade do RNA 
mensageiro para interleucina 2 e interferon-y não se alterou nos dois grupos. Resultados 
semelhantes foram observados por GAO et al. (1999) num modelo de transplante renal 
em camundongos tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB. Houve um 
incremento na sobrevida dos enxertos e indução de tolerância imunológica; a análise dos 
enxertos demonstrou diminuição de genes para interferon-y e fator de necrose tumoral, e 
citocinas compatíveis com resposta mediada por linfócitos T h l. LAZAROVITS et al. 
(1996) analisaram a quantidade de RNA mensageiro em aloenxertos renais tratados com 
o anticorpo monoclonal anti-CD45RB MB23G2 após a obtenção de aumento 
significativo da sobrevida. Houve redução de RNAm para interferon-y, fator de necrose 
tumoral-a e molécula de adesão intercelular em relação aos controles. Esses achados 
reforçam mais ainda a hipótese de que os linfócitos T CD4 com alta expressão de 
CD45RB correspondem aos linfócitos T h l e os com baixa expressão aos Th2.
Os linfócitos Th2 apresentam características reguladoras negativas dos 
linfócitos T hl e características reguladoras da resposta mediada por anticorpos (KILLAR 
et al., 1987; BOOM et al., 1988; SWAIN et al., 1990; SADICK et al., 1990; 
FIORENTINO et al., 1991; DALLMAN et a l,  1991; TAKEGUCHI et al., 1992;
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MINTY et a l,  1993; O’CONNEL et a l, 1993; LIPMAN et a l, 1994). Os linfócitos Thl 
estão relacionados a respostas inflamatórias associadas ao processo de rejeição e auto- 
imunidade (FOWELL et a l, 1991; DALLMAN et a l, 1991; TAKEGUCHI et a l, 1992; 
O’CONNEL et a l, 1993; FOWELL e MASON, 1993; LIPMAN et a l, 1994). Os 
linfócitos T h l são produtores preferencialmente de interleucina 2 e interferon-y: a 
interleucina 2 estimula a proliferação de linfócitos T e ativa linfócitos T citotóxicos 
(NICKERSON et a l, 1997); o interferon-y tem ação quimiotáxica de macrófagos para o 
enxerto, estimula linfócitos T citotóxicos e aumenta a expressão antigênica no enxerto 
(NICKERSON et a l, 1997). POWRIE et al. (1993) demonstraram que a reconstituição 
do sistema imune de camundongos SCID com linfócitos T CD4 expressando CD45RB 
de alto peso molecular resulta em uma doença inflamatória intestinal severa, não 
observada em animais reconstituídos com linfócitos T CD4 expressando CD45RB de 
baixo peso molecular ou ambas as células. Isso demonstra que os linfócitos T CD4 
expressando CD45RB de baixo peso molecular são moduladores negativos da reação 
auto-imune desencadeada pelos linfócitos T CD4 com expressão de CD45RB de alto 
peso molecular.
Diversos autores demonstraram que a aplicação de terapias que induzem 
tolerância imunológica a enxertos modificaram a resposta imune de um padrão 
predominantemente composto por linfócitos T h l para Th2 (BUGEON et a l,  1992; 
TAKEUCHI et a l, 1992; NICKERSON et a l,  1993; QIN et a l,  1993; SAYEGH et a l,
1995). Muitos autores defendem a hipótese de que a tolerância seja resultado direto de 
uma resposta ao enxerto conduzida na ausência da expressão de interleucina 2 e de 
interferon y e na presença de interleucina 4 e 10 (BUGEON et a l,  1992; HANCOCK et 
a l, 1993; KUPIEC-WEGLINSKI et a l,  1993; SAYEGH et a l, 1995). Estudos in vitro 
demonstraram que a interleucina 10 exerce diversos efeitos inibitórios: na secreção de 
interferon y, na proliferação de linfócitos T h l estimulados por macrófagos, na expressão 
de antígenos maiores de histocompatibilidade (MHC) em monócitos, na secreção de 
interleucina 12 por macrófagos e na expressão das moléculas coestimuladoras B7-1 e 
B7-2 na superfície de macrófagos (WALL et a l,  1991; D ’ANDREA et a l,  1993; DING et
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al., 1993; MACATONIA et al., 1993); por conseqüência, ela é uma potente inibidora da 
resposta de linfócitos T h l estimulada por macrófagos. Estudos relacionados à 
interleucina 4 demonstraram que ela não é essencial para a indução de tolerância. O 
tratamento com a imunoglobulina CTLA4, bloqueadora dos receptores coestimulatórios 
B7-1 e B7-2, induz tolerância em camundongos transgênicos cujos linfócitos não 
secretam interleucina 4 (LAKKIS et al., 1996); os mesmos resultados foram obtidos 
usando-se anticorpos monoclonais anti-CD4 (BUSHELL et al., 1996). A importância da 
detecção de interleucina 4 durante a indução de tolerância imunológica não está na
O
detecção p e r  se, mas sim na ausência de expressão de interleucina 2 e interferon-y 
(NICKERSON et al., 1997).
5.5 EXPRESSÃO  D E CTLA4
Os animais do grupo controle (com ou sem transplante) apresentaram 
expressão de CTLA4 somente nos linfócitos T CD4 com expressão de CD45RB de baixo 
peso molecular. O aumento do número de linfócitos T CD4 que expressaram CD45RB 
de baixo peso. molecular induzido pela administração do anticorpo monoclonal anti- 
CD45RB foi acompanhado por um incremento proporcional do número de linfócitos 
T CD4 que expressaram CTLA4 no compartimento intracelular. Os linfócitos T com 
expressão de CD45RB de alto peso molecular não apresentaram expressão de CTLA4 
intracelular antes ou após o tratamento com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB.
Diversos autores também determinaram a expressão de CTLA4 somente no 
compartimento intracelular de linfócitos T CD4 com expressão de CD45RB de baixo 
peso molecular, mostrando ausência de expressão de CTLA4 de superfície ou intracelular 
em linfócitos T CD4 com expressão de CD45RB de alto peso molecular (WALUNAS et 
a l, 1994; LINSLEY et al., 1996; ALEGRE et al., 1996; METZ et al., 1998).
Os animais tratados com ambos os anticorpos anti-CD45RB e anti-CTLA4 
também apresentaram aumento do número de linfócitos T CD4 expressando CD45RB
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de baixo peso molecular com CTLA4 intracelular e diminuição de linfócitos T CD4 com 
expressão de CD45RB de alto peso molecular. No entanto os animais apresentaram 
rejeição precocemente. Isso demonstra que o incremento da expressão de CTLA4 nos 
linfócitos T CD4 é o mecanismo pelo qual a administração do anticorpo monoclonal 
anti-CD45RB torna os linfócitos T CD4 dos receptores das ilhotas de Langerhans não- 
reativos a elas, pois o bloqueio do receptor CTLA4 com o anticorpo anti-CTLA4 evita os 
estímulos negativos à ativação linfocitária fornecidos por essa molécula, predominando 
os estímulos positivos proporcionados pela molécula CD28. Na ausência desse bloqueio, 
como nos animais do grupo III tratados somente com o anticorpo monoclonal anti- 
CD45RB, predominam os estímulos negativos da molécula CTLA4, devido ao 
incremento de sua expressão intracelular.
O predomínio de linfócitos T CD4 com expressão de CD45RB de baixo peso 
molecular também é essencial para o aumento de sobrevida e indução de tolerância 
imunológica observados, visto que somente esse subtipo de linfócito T expressa a 
molécula CTLA4 no seu compartimento intracelular.
A molécula CTLA4 foi detectada somente no compartimento intracelular. A 
fluorescência para CTLA4 na superfície dos linfócitos T CD4 foi muito pequena. Ambas 
as moléculas CD28 e CTLA4 têm características típicas de receptores de membrana 
(HARPER et a l, 1991; BALZANO et a l,  1992), mas somente a molécula CD28 se 
encontra nessa posição (JUNE et a l, 1990; JUNE et a l,  1994). Diversos autores também 
determinaram a expressão de CTLA4 no compartimento intracelular (HARPER et a l, 
1991; LINSLEY et a l, 1992; LEUNG et a l, 1995; LINSLEY et a l, 1996), e, ainda, 
outros mostraram sua expressão no interior do complexo de Golgi (KORNFELD e 
KORNFELD, 1985; VELASCO et a l, 1993; LEUNG et a l, 1995; LINSLEY et a l,
1996). Após a interação da APC com o linfócito T CD4, o complexo de Golgi se 
posiciona voltado para a face da célula em que ocorre o contacto (SINGER, 1992; 
LEUNG et a l, 1995), o que resulta na secreção de proteínas como citocinas (POO et a l, 
1988; KUPFER et a l, 1991; LEUNG et a l,  1995) ou grânulos citotóxicos (BERKE et a l, 
1994) no sítio de contacto intercelular. Como proteínas secretadas e proteínas de
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membrana utilizam o mesmo mecanismo de exportação, ocorre também a secreção 
direcionada da proteína de membrana CTLA4. Por ser instável a sua presença na 
superfície celular mediando a interação dos linfócitos T com as APCs, ela é reciclada 
continuamente entre o compartimento intracelular e a superfície linfocitária (ALEGRE et 
al., 1996; LINSLEY et al., 1996; SHIRATORI et al., 1997).
A presença de CTLA4 no compartimento intracelular e sua ciclagem para a 
superfície celular possivelmente representa a necessidade de limitar os níveis dessa 
molécula potente e de alta afinidade às moléculas B7-1 e B7-2 em relação à molécula 
CD28 (LEUNG et al., 1995; LINSLEY et a l,  1996).
Como controle para a fluorescência de CTLA4 intracelular, foi utilizada uma 
IgG de hamster inespecífica. A fluorescência para IgG de hamster intracelular foi 
mínima, sendo por isso considerada desprezível. A necessidade do uso desse controle se 
deve à possibilidade de a fluorescência para CTLA4 intracelular somente ocorrer devido à 
captação do anticorpo após o fechamento dos poros na membrana celular, obtidos por 
incubação com a saponina.
5.6 A N TICO RPO  AN TI-CD 45RB RESID U AL
A avaliação da presença de anticorpo anti-CD45RB MB23G2 residual ligado à 
membrana dos linfócitos T CD4 realizada com um anticorpo de cabra anti-rato 
conjugado com FITC foi necessária para determinar se a mudança de expressão da 
molécula CD45 com aumento das formas de baixo peso molecular não ocorreu somente 
por bloqueio mecânico do receptor. O anticorpo anti-CD45RB MB23G2 é específico ao 
segmento variável 5 (B) do receptor CD45; caso estivesse ligado ao receptor durante a 
avaliação dos linfócitos T CD4 por citometria de fluxo, o anticorpo utilizado para a 
avaliação da expressão de CD45RB (anti-CD45RB C363.16A FITC) poderia não 
encontrar um sítio específico de ligação, dando falsa impressão de aumento de linfócitos 
T CD4 com expressão de CD45RB de baixo peso molecular.
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A avaliação da presença de anti-CD45RB MB23G2 residual foi negativa, ou 
seja, no momento da avaliação por citometria de fluxo o anticorpo já não estava presente 
na membrana dos linfócitos T CD4, não causando portanto interferência alguma na 
expressão de CD45.
5.7 IN CU BA ÇÃ O  CONJUNTA DE A N TI-CD 45RB M B23G 2 E C363.16A
Essa avaliação teve o mesmo propósito da avaliação da presença de anti- 
CD45RB MB23G2 residual. Os linfócitos T CD4 foram incubados inicialmente com o 
anticorpo anti-CD45RB MB23G2 e, em um segundo momento, com o C363.16A FITC. 
A avaliação da expressão de C363.16A FITC por citometria de fluxo mostrou a presença 
desse anticorpo em quase 100% dos linfócitos T CD4 avaliados. Isso indica que os 
aminoácidos do segmento 5 (B) da molécula de CD45 para os quais o anticorpo anti- 
CD45RB MB23G2 é específico são diferentes dos do anticorpo anti-CD45RB C363.16A 
FITC, o que demonstra que, mesmo que o anticorpo anti-CD45RB MB23G2 estivesse 
presente no momento da avaliação dos linfócitos T CD4 por citometria de fluxo, ele não 
interferiria na expressão de C363.16A FITC, visto que os dois anticorpos são específicos 
a sítios diferentes do segmento 5 (B) da molécula CD45.
5.8 A VALIAÇÃO  DOS M ARCAD O RES DE 
ATIV AÇÃO  DOS LIN FÓ CITO S T  CD 4
Os resultados da avaliação dos marcadores de ativação de linfócitos T CD4 não 
mostraram diferença entre os animais do grupo I (controle) e do grupo II (anti-CD45RB) 
para a expressão de CD25 e CD69. Quanto à expressão de CD44, os animais do grupo II 
apresentaram um menor número de linfócitos T CD4 com alta expressão de CD44. A 
interpretação desses dados demonstra que não houve ativação dos linfócitos T CD4 com 
a administração do anticorpo monoclonal. Isso indica que não é através da ativação dos 
linfócitos T CD4 que o anticorpo monoclonal anti-CD45RB induz a mudança da 
expressão de CD45RB de alto peso molecular para baixo peso molecular
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Os linfócitos T CD4 virgens de estímulo apresentam expressão de CD45 de 
alto peso molecular, baixa expressão de CD44, são negativos para CD25 e CD69 e são 
células pequenas no estado GO do ciclo celular, com posição bem definida na avaliação 
frontal e lateral por citometria de fluxo (MACDONALD et al., 1990; BIERKELAND, 
1992; SWAIN et al., 1996; JANEWAY et al., 1999). A ativação linfocitária desencadeia 
uma mudança na expressão de CD45 e de outros marcadores de membrana. Os linfócitos 
T CD4 ativados expressam CD45 de baixo peso molecular, alta expressão de CD44, são 
positivos para CD69 e CD25 e são células blastóides de grande volume (WEINBERG et 
al., 1990; SWAIN et al., 1991; HORGAN et al., 1992; SWAIN et a l,  1994; SWAIN et al., 
1996; JANEWAY et al., 1999). Os linfócitos T CD4 de memória expressam grande 
quantidade de CD45 de baixo peso molecular, baixa expressão de CD44 e são negativos 
para CD25 e CD69 (HAYNES et al., 1989; BUDD et a l, 1987c; SANDERS et a l,  1988).
O receptor de membrana CD25 corresponde à cadeia a  do receptor para 
interleucina 2; está presente na membrana de linfócitos T, B e monócitos ativados 
(CABTREE, 1989; CRISPIN et a l, 1998; JANEWAY et a l, 1999). A expressão desse 
receptor é fundamental para a progressão do ciclo celular nos linfócitos T CD4 ativados 
até a ocorrência de mitose. Os sinais 1 (via TCR) e 2 (sinais coestimulatórios) que 
determinam a ativação dos linfócitos T CD4 induzem uma progressão do ciclo celular da 
fase GO (estado de repouso) para G1 e expressão de CD25 na membrana. A progressão 
da fase G1 para a fase S no processo de mitose ocorre somente após o estímulo celular, 
através da ligação das interleucinas 2 ou 4 aos seus respectivos receptores (SMITH, 1996). 
A expressão do receptor CD25 é aumentada após 12 a 24 horas do estímulo antigênico 
via TCR, facilitando a proliferação e diferenciação celular (THEZE et a l,  1996; REA et 
a l, 1999). Assim sendo, o receptor CD25 é considerado um marcador da fase 
intermediária de ativação linfocitária (KELLY et a l, 1988; REA et a l ,  1999).
A expressão do receptor de membrana CD44 ocorre em 95% dos leucócitos, 
na maioria dos eritrócitos, células cerebrais e timócitos no córtex do timo (DAUCHAU 
et a l, 1980; HAYNES et a l, 1989). É um receptor com diversas funções, como a de 
mediar a adesão celular ao ácido hialurônico (ARUFFO et a l,  1992; CULTY et a l,  1990; 
MIYAKE et a l, 1990; GUNTHERT, 1993), ao colágeno e à fibronectina (CARTER e
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WAYNER, 1988; JALKANEN et a l, 1992; GUNTHERT, 1993), às células estromais 
(HAYNES et a l,  1989; SMITH, 1996) e ao endotélio venoso (JALKANEN et a l, 1987; 
GUNTHERT, 1993). O processo de adesão intercelular e de adesão a outros elementos é 
essencial para o funcionamento normal do sistema imune. Existem diversas famílias de 
moléculas de adesão que proporcionam especificidade para o reconhecimento celular. As 
mais importantes são as integrinas, superfamília das imunoglobulinas, selectinas e CD44 
(SMITH, 1996). A expressão de CD44 (e também de CD69) é aumentada nos 
linfócitos T após a ocorrência da seleção positiva no timo, onde timócitos expressando 
TCRs que reconhecem o MHC da classe I se maturam em linfócitos T CD8; os que 
reconhecem o MHC de classe II se maturam em linfócitos T CD4. No entanto, esses 
linfócitos T CD4 apresentam baixa expressão de CD44. Qualquer processo mediado pelo 
TCR, como ativação celular, também causa aumento da expressão de CD44 (PUNT et 
a l, 1996). O aumento da expressão de CD44 é um evento precoce durante a ativação 
celular, e seus níveis permanecem elevados indefinidamente (LESLEY et a l,  1985; 
BUDD et a l, 1987a; BUDD et a l,  1987b; BUDD et a l, 1987c; HAYNES et a l, 1989; 
WILLEFORD et a l, 1989; KELLY et a l, 1988). Nos linfócitos T a molécula CD44 
desempenha importante papel na adesão a células endoteliais, dirigindo a migração 
linfocitária para determinados tecidos linfóides periféricos, potencializando a secreção de 
interleucina 2 e 1 por linfócitos T e monócitos, respectivamente, através de sua ligação 
com o ácido hialurônico presente na matrix extracelular (HAYNES et a l,  1989) e 
também aumentando a adesão com as APCs (CURTSINGER et a l,  1998). Dessa 
maneira, desempenha papel fundamental no processo de ativação linfocitária.
O antígeno CD69 é expresso em timócitos CD3+, plaquetas, células de 
Langerhans e precursores mielóides na medula óssea; linfócitos T, B, macrófagos e 
células NK expressam CD69 somente quando ativados. Ele é considerado um marcador 
precoce da ativação linfocitária, com sua expressão aumentando a partir de 4 horas após 
o estímulo antigênico que inicia a atividade das proteinotirosinoquinases, o fluxo 
intracelular de cálcio e a transcripção de interleucina 2 e do fator de necrose tumoral 
(CABTREE, 1989; TESTI et a l,  1989; RISSO et a l, 1991; SANTIS et a l,  1992; 
D’AMBROSIO et a l, 1993; CRISPIN et a l, 1998; LIM et a l,  1998; REA et a l,  1999).
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Após a seleção positiva no timo, os linfócitos T CD4 não expressam CD69 em suas 
membranas; no entanto após o processo de ativação celular a expressão de CD69 
aumenta durante curto período de tempo, declinando aos níveis basais na ausência de 
novo estímulo antigênico (SWAIN e BRADLEY, 1992; SWAIN et a l,  1996; JANEWAY 
et a l, 1999). Apesar de suas características sugerirem sua participação no processo de 
ativação celular, sua função não é clara (CRISPIN et a l,  1998).
A análise por citometria de fluxo dos marcadores de ativação linfocitária no 
grupo controle demonstrou ausência de expressão de CD25 e CD69 e expressão de 
CD44 de baixo peso molecular. Esses dados são compatíveis com  o estado do sistema 
imune desses animais, visto que eles não receberam nenhum estímulo que desencadeasse 
maciça ativação linfocitária. Esses receptores se apresentaram de maneira idêntica nos 
animais tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB. Os linfócitos T CD4 
ativados expressam CD45RB de baixo peso molecular. Caso o anticorpo monoclonal 
anti-CD45RB causasse ativação linfocitária maciça, os resultados em  termos de expressão 
de CD45RB poderiam ser os mesmos obtidos neste experimento, o que, entretanto, não 
ocorreu devido ao fato de que a expressão dos marcadores de ativação linfocitária (CD44, 
CD25 e CD69) nos animais do grupo controle, que não receberam nenhum estímulo, foi 
semelhante à expressão dos marcadores de ativação linfocitária nos animais do grupo 
tratado com o anticorpo anti-CD45RB. Isso reforça a hipótese de modulação do sistema 
imune com o anticorpo anti-CD45RB, visto que, se ocorresse ativação linfocitária, os 
dados obtidos por citometria de fluxo para a expressão de CD45RB não poderiam ser 
correlacionados com o aumento da sobrevida do enxerto e com a indução de tolerância.
5.9 AN ÁLISE H ISTO LÓ G ICA
A análise histológica dos isoenxertos realizada no 120° dia de pós-operatório 
mostra a presença de um infiltrado inflamatório com tecido cicatricial reacional ao redor 
das ilhotas de Langerhans, possivelmente devido ao traumatismo tecidual durante o
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procedimento de seu implante. Esse infiltrado não invade o interior das ilhotas, 
permanecendo somente na sua periferia. Ainda com essa técnica, demonstrou-se a 
presença de insulina no interior e ao redor das ilhotas de Langerhans indicando o seu 
funcionamento.
A análise histológica dos enxertos nos animais que apresentaram rejeição em 
todos os grupos de aloenxertos mostra um intenso infiltrado inflamatório invadindo o 
interior das ilhotas de Langerhans, destruindo sua arquitetura. Esses achados são 
compatíveis com a presença de hiperglicemia, visto que no momento em que ela ocorre já 
não existe massa suficiente de células (3 funcionantes. Diversos autores demonstraram 
essa mesma característica em transplantes de ilhotas de Langerhans e também em 
transplantes de outros órgãos em modelos experimentais (PANKEWYCZ et a l, 1989; 
HAO et a l,  1992; LENSCHOW et a l, 1995; STEURER et a l, 1995; GAINER et a l, 
1997; TRAN et a l, 1997; BASADONNA et a l, 1998; ZHENG, et a l, 1999). Nesses 
estudos, a análise do infiltrado monomorfonuclear causador da reação de rejeição mostra 
que a maioria das células presentes são linfócitos T CD4 e CD8. Isso confirma o fato de 
que a resposta de rejeição a um aloenxerto ocorre de maneira similar à de uma resposta 
de hipersensitividade tardia em que principalmente os linfócitos T  causam lise celular 
através da liberação de radicais livres de oxigênio.
Os animais sacrificados no 7o dia de pós-operatório nos grupos II, IV e V 
apresentaram um infiltrado inflamatório ao redor das ilhotas de Langerhans sem destruir 
sua arquitetura. Nessa fase da reação de rejeição não tinha ainda havido invasão no 
interior da estrutura das ilhotas de Langerhans com sua conseqüente destruição, a qual 
ocorreu nos animais do grupo II somente a partir do 10° dia de pós-operatório.
Os animais tratados com o anticorpo anti-CD45RB sacrificados no 7o dia de 
pós-operatório apresentaram um infiltrado inflamatório ao redor das ilhotas de 
Langerhans sem invasão do seu interior, resultado igual ao que apresentaram os animais 
que permaneceram euglicêmicos até o 120° dia de pós-operatório e ao dos animais 
submetidos a 2o transplante funcionante até o 50° pós-operatório. Esses achados são 
semelhantes aos encontrados por diversos autores após a indução de tolerância com o
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mesmo anticorpo (BASADONNA et a l, 1998) ou com outros anticorpos 
(PANKEWYCZ et a l, 1989; HAO et a l, 1992; LENSCHOW et al., 1995; STEURER et 
a l,  1995; GAINER et a l, 1997; TRAN et a l, 1997; ZHENG, et a l, 1999). Diversas 
teorias tentam explicar a presença desse infiltrado ao redor das ilhotas: segundo alguns 
autores, ele seria necessário para a manutenção da tolerância devido à habilidade que tem 
o clone de linfócitos T específicos ao antígeno de migrarem ao órgão alvo e liberar 
citocinas modulatórias características de linfócitos Th2 (PANKEWYCZ et a l,  1989; 
HAO et a l, 1992; TRAN et a l, 1997; BASADONNA et a l, 1998). BASADONNA et al. 
(1998) demonstraram que os linfócitos T CD4 infiltrando o tecido ao redor das ilhotas de 
Langerhans identificados através da técnica de imuno-histoquímica expressam baixas 
quantidades de CD45RB, características de linfócitos Th2.
Os animais do grupo tratado com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB 
apresentaram ainda a presença de discreta quantidade de fibroblastos ao redor das ilhotas, 
refletindo uma reação cicatricial em decorrência do procedimento do implante.
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6 CONCLUSÃO
1. A administração do anticorpo monoclonal anti-CD45RB aumenta a 
sobrevida de aloenxertos de ilhotas de Langerhans em camundongos diabéticos.
2. A administração do anticorpo monoclonal anti-CD45RB induz tolerância 
imunológica a aloenxertos de ilhotas de Langerhans em camundongos diabéticos.
3. O aumento de sobrevida dos enxertos e a indução de tolerância 
imunológica através da intervenção no sinal 1 de ativação linfocitária com o anticorpo 
monoclonal anti-CD45RB são dependentes dos estímulos negativos do sinal 2 através da 
molécula CTLA4.
4. O aumento do número de linfócitos T CD4 expressando CD45 de baixo 
peso molecular e a diminuição do número de linfócitos T CD4 expressando CD45 de 
alto peso molecular aumentam a sobrevida dos enxertos, assim como induzem tolerância 
imunológica nos animais tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB.
5. Após o tratamento com o anticorpo monoclonal anti-CD45RB, o 
incremento do número de linfócitos T CD4 expressando CD45 de baixo peso molecular 
está associado a incremento proporcional no número de linfócitos T CD4 expressando 
CTLA4 intracelular.
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A n e x o  1 - G l ic e m ia  no  p r é -o p e r a t ó r io  (m g/d l)
PO
Grupo
I II III IV V
a b a b a b a b a b
1 438 487 456 467 461 420 400 429 488 559
2 406 574 497 499 501 532 578 567 551 597
3 532 540 502 512 581 573 597 591 446 430
4 90 401 412 411 422 404 520 535 449 444
5 423 465 400 410 471 496 500 457 423 426
6 532 555 404 409 412 487 478 447 544 549
7 498 476 476 445 456 492 456 464 554 587
8 543 546 501 498 501 590 435 432 481 512
9 498 436 - - 486 520 - - 522 513
10 445 476 - - 482 588 - - 475 498
11 - - - - 443 457 - - 501 456
12 - - - - 476 489 - - 478 470
13 - - - - 412 445 - - 465 451
14 - - - - 479 467 - - - -
15 - - - - 435 489 - - - -
16 - - - - 514 503 - - - -
17 - - - - 455 433 - - - -
Grupo I -  isoenxertos; grupo II - aloenxertos sem tratamento; grupo III -  aloenxertos tratados com anti-CD45RB; grupo IV -  
aloenxertos tratados com anti-CTLA4; grupo V -  aloenxertos tratados com combinação anti-CD45RB e anti-CTLA4; a -  




































































A n e x o  2 - G lic e m ia  no  p ô s -o p e r a t ô r io  g r u p o  I ( is o e n x e r t o s )
Animal
1 2 3 4 5 6 7 8 9
105 112 132 121 109 103 113 118 92
101 156 110 87 137 88 129 110 79
102 99 82 116 113 101 127 103 92
105 78 81 121 130 78 126 118 97
83 85 105 111 129 89 135 128 98
106 87 102 110 126 82 146 134 110
164 121 139 118 135 94 156 137 100
124 111 105 128 146 113 143 135 103
108 110 85 134 156 90 101 146 102
137 118 123 137 143 134 105 156 134
119 128 123 130 158 154 83 143 104
108 134 134 129 78 156 106 158 145
123 137 167 126 85 123 164 78 134
129 130 134 135 87 143 124 85 126
132 129 154 146 121 139 108 87 128
134 126 127 156 111 124 137 121 134
122 135 138 130 110 127 129 111 123
134 146 123 101 118 134 126 110 145
145 156 156 105 134 139 135 118 123
130 143 134 83 154 135 146 134 85
136 158 154 106 127 136 156 135 87
129 134 143 164 138 138 143 146 121
127 167 125 124 123 132 158 156 111
123 159 152 108 156 121 78 143 110
148 134 123 137 134 111 85 158 118
132 143 126 119 154 126 134 78 124
367 465 398 401 444 320 502 417 380
A nexo  3 - G licem ia  no  pô s -o per atô r io  g rupo  II (a lo e n x e r to )
Animal
1 2 3 4 5 6 7
112 145 117 107 82 132 134
102 181 142 99 74 112 137
128 134 133 108 102 125 112
322 159 121 159 427 - -
431 500 461 410 444 - -
_ 496 488 435 - - -
A n e x o  4 - G lice m ia  n o  p ó s -o p e ra tó r io  g ru p o  III (a n t i-C D 45R B)
Dia A n i m a l
1 l 2 3 5 I 6  j 7 8 I 9 I 0 I 11 12 13 14 | 15 16 17
3 97 104 101 111 120 106 109 112 98 89 120 110 117 126 113 113 108
5 79 122 110 81 115 92 78 103 90 78 123 102 119 87 98 110 907 100 132 97 97 113 105 103 117 107 111 113 129 109 134 107 123 10110 87 106 103 84 107 102 116 97 99 134 117 122 106 14315 83 110 114 111 118 107 83 92 103 99 124 114 93 110 - - -
20 100 117 90 105 122 124 139 122 128 164 119 106 100 11425 115 109 120 102 130 110 109 133 122 121 122 95 104 13630 87 134 122 343 109 102 119 118 85 160 132 98 104 12735 114 290 410 312 104 74 117 102 97 102 115 106 141 11540 95 333 400 - 124 97 116 106 109 105 105 117 102 127 - -
45 126 - - - 112 102 100 102 123 118 104 104 99 149
50 97 - - - 109 115 439 88 114 108 112 105 113 143 .55 102 - - - 415 102 321 123 121 94 106 104 147 136 . . .
60 98 * - - 500 95 - 122 106 132 99 123 176 155 . . .
65 134 ■ ■ • - 134 - 115 102 123 123 108 123 114 - - -
70 115 - - - . 115 . 132 119 127 130 113 143 125
75 109 - - - - 113 - 385 125 112 100 103 108 99 . . _
80 103 - - - - 108 - 442 113 380 101 142 134 91 . . _
85 119 ■ - - - 145 - - 125 387 105 123 121 120 . .
90 122 • • - - 121 - - 132 - 117 145 97 123 - -
95 107 - - - - 121 . . 127 . 108 132 122 137 . . .
100 117 - - - 134 - . 112 . 112 144 132 123 . . .
105 146 - - - - 129 - . 108 . 111 112 112 139 . . .
110 135 - - - - 132 - . 103 - 103 154 108 122 . . .
115 122 - - - - 111- - - 123 - 95 109 106 143 - * -
120 145 - . . . 127 . 114 . 123 104 104 118 _ _
125 365 - * - - 409 - - 398 - 401 445 367 387 - - -
- 2 °  Tx - - 2 o Tx . . 2 °  Tx . 2 o Tx 2o Tx 2 °  Tx 2o Tx . .
- BALB/c * - - CBA/H - - BALB/c CBA/H BALB/c CBA/H BALB/c - -
3 112 . . . . 132 . . 101 . 102 132 105 123 . . .
5 121 - - - . 125 . . 109 . 112 123 121 124 . - -
10 103 - - - - 109 - - 112 . 136 112 332 128 - -
15 111 - - - . 298 - . 103 445 134 345 112 . .
20 105 - - - - 318 - - 104 - 440 127 - 109 - - -
25 98 . . . . . . . 310 . . 109 . 132 . . .
30 114 - - - . . . . 445 . . 123 . 122 . - .
35 134 - - . . . . . . . 128 . 117 . . .
40 105 - - - . . - . . . 119 . 123 . . .
45 115 - - . . . . . . . . 116 . 118 . . .
50 117 - - - - - - - - - - 121 - 127 - - -
Tx -  transplante; BALB/c -  camundongos BALB/c como doadores; CBA -  camundongos CBA como doadores.
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A n e x o  5 - G lic e m ia  n o  p ô s -o p e r a t ô r io  g r u p o  IV  (AN TI-C TLA4)
Dia
Animal
1 2 3 4 5 6 | 7 8
3 198 138 11 6 103 128 123 1 1 2 109
5 106 124 107 116 120 145 103 98
7 1 1 8 134 11 8 108 11 5 109 109 130
10 179 137 120 407 11 0 - - -
15 368 324 508 459 490 - - -
20 397 289 446 - 445 - - -
A n e x o  6  - G l ic e m ia  n o  p ô s -o p e r a t ô r io  g r u p o  V  (a n t i-C D 4 5 R B + a n t i-C T L A 4 )
Dia
Animal
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 11 12 13
3 188 127 1 1 2 100 134 130 1 1 8 99 104 1 3 2 1 1 9 102 1 1 3
5 145 101 96 80 128 78 123 88 91 1 1 6 102 97 106
7 122 120 11 9 11 0 11 8 102 122 129 1 1 9 1 2 8 107 92 123
10 137 132 130 101 11 7 82 143 11 0 106 1 4 8
15 208 145 157 100 130 142 138 104 122 1 3 4
20 - 41 8 123 120 170 5 18 377 132 92 4 8 4
25 - - 538 599 366 - - 440 402 -
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A n e x o  7  - N ú m e r o  d e  c é l u l a s  a v a l ia d a s  g r u p o  I
(CONTROLE) E GRUPO II (ANTI-CD45RB) -  SEM TRANSPLANTE
(Continua)
Animal Tubo
Grupo I Grupo II
n R1 R2 n R1 R2
1 1 6.570 5.895 - - - -
1 2 4.440 3.956 - - - -
1 3 2.040 1.416 - - - -
1 4 2.040 1.784 454 - - -
1 5-5’ 2.745 1.110 336 3.840 2.793 835
1 6-6' 10.275 7.519 2.065 10.215 7.855 2.183
1 7-7’ 2.280 1.275 384 3.840 2.597 833
1 Total 5-7 15.765 9.904 2.785 17.895 13.245 3.851
1 8-8’ 4.028 2.897 973 3.244 2.389 908
1 9-9’ 3.778 2.228 766 3.468 2.456 876
1 10 3.346 2.217 - - - -
1 11 2.024 1.987 - - - -
1 12-12’ 10.633 4.553 1.918 7.976 2.333 1.774
1 13-13’ 9.294 3.475 1.156 8.036 4.503 1.987
1 14-14’ 9.554 3.427 1.129 8.558 4.443 1.797
2 1 10.650 7.506 - - - -
2 2 10.215 3.369 - - - -
2 3 10.050 7.545 - - - -
2 4 10.087 7.658 1.913 - - -
2 5-5’ 10.185 6.500 1.760 10.245 6.390 1.538
2 6-6’ 12.090 7.157 2238 10.125 6.429 2.317
2 7-7’ 10.175 6.283 1.890 10.125 7.596 2.670
2 Total 5-7 32.450 19.940 5.888 30.495 20.415 6.525
2 8-8’ 3.187 2.780 727 3.435 1.740 446
2 9-9’ 3.205 2.721 527 3.397 1.596 376
2 10 3.456 2.457 - - - -
2 11 3.241 2.180 - - - -
2 12-12’ 3.103 1.649 460 3.424 2.207 457
2 13-13’ 3.256 2.624 614 3.407 2.288 427
2 14-14’ 3.206 2.123 598 3.532 1.897 368
3 1 10.000 7.514 - - - -
3 2 10.000 7.014 - - - -
3 3 10.000 8.587 - - - -
3 4 10.000 6.826 1.281 - - -
3 5-5’ 10.000 6.444 1.508 10.000 6.401 2.285
3 6-6’ 10.000 8.446 2.289 10.000 8.138 2.937
3 7-7’ 10.000 8.495 2.567 10.000 8.158 3.046
3 Total 5-7 30.000 23.385 6.364 30.000 22.697 8.268
3 8-8’ 3.153 1.361 470 3.230 1.562 515
3 9-9' 3.154 .928 206 3.240 1.660 463
3 10 3.089 2.098 - - - -
3 11 3.123 2.210 - - - -
3 12-12’ 3.154 2.111 742 3.281 2.087 596
3 13-13’ 3.119 2.068 603 3.261 1.968 604
3 14-14’ 3.161 2.718 652 3.261 2.108 556
4 1 10.000 6.827 - - - -
4 2 10.000 7.223 - - - -
4 3 10.000 8.494 - - - -
4 4 10.000 6.879 2.017 - - -
4 5-5’ 10.000 5.344 1.333 10.000 5.880 1.776
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A n e x o  7 - N ú m e r o  d e  c é l u l a s  a v a l ia d a s  g r u p o  I
(CONTROLE) E GRUPO II (A N T I-C D 4 5R B ) -  SEM TRANSPLANTE
(Conclusão)
Animal Tubo
Grupo I Grupo II
n R1 R2 n R1 R2
4 6-6 ’ 10.000 8.817 2.296 10.000 7.684 2.650
4 7-7’ 10.000 8.613 2.534 10.000 8.125 3.251
4 Total 5-7 30.000 22.774 6.163 30.000 21.689 7.677
4 8-8’ 3.315 1.353 376 3.283 2.500 871
4 9-9’ 3.342 1.139 386 3.201 2.160 679
4 10 3.224 1.489 - - - -
4 11 3.107 1.995 - - - -
4 12-12’ 3.289 1.382 435 3.196 2.153 606
4 13-13' 3.298 1.533 396 3.246 1.916 587
4 14-14’ 3.340 1.961 406 3.210 1.696 582
5 1 8.698 5.400 - - - -
5 2 7.655 4.567 - - - -
5 3 9.765 5.987 - - - -
5 4 9.854 5.256 1.435 - - -
5 5-5’ 7.104 5.425 1.797 7.037 5.829 1.835
5 6-6’ 11.149 5.434 2.364 6.493 5.409 1.797
5 7-7’ 9.772 5.773 2.083 7.739 6.340 1.914
5 Total 5-7 28.025 16.632 6.244 21 .269 17.578 5.546
5 8-8’ 3.322 762 211 3.347 2.050 808
5 9-9’ 3.309 1.059 322 3.289 1.676 498
5 10 3.466 1.087 - - - -
5 11 3.247 1.123 - - - -
5 12-12’ 3.204 871 194 3.370 1.532 539
5 13-13’ 3.188 1.455 266 3.400 1.401 399
5 14-14’ 3.264 1.183 202 3.406 1.433 402
n -  n ú m ero  de esplenócitos avaliados; R1 -  linfócitos; R2 -  linfócitos T CD4.
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A n e x o  8 - E x p r e s s ã o  de  C D 45R B  n o s  t u b o s  5-7
(GRUPO I - CONTROLE) E 5 ’-7 ’ (GRUPO ll - ANTI-CD45RB) -  SEM TRANSPLANTE
Animal Tubo
Expressão de CD45 (% de lin fócitos T CD4)
Grupo I (controle) Grupo II (anti-CD45RB)
TCD45RB 4-CD45RB TCD45RB ÍCD45RB
1 5 - 5 ’ 71,73 28,27 9,46 90,54
1 6 - 6 ' 46,83 53,17 6,05 93,95
1 7 - 7 ' 40,36 59,64 6,24 93,76
1 Média 48,94 51,06 6,83 93,17
2 5 - 5 ’ 59,38 40,62 2,73 97,27
2 6 - 6 ' 48,79 51,21 7,64 92,36
2 7 - 7 ’ 50,80 49,20 9,51 90,49
2 Média 52,60 47,40 7,25 92,75
3 5 - 5 ’ 63,06 61,54 26,35 73,65
3 6 - 6 ’ 51,90 48,10 16,24 83,75
3 7 - 7 ’ 54,52 45,48 15,23 84,77
3 Média 55,62 44,38 18,66 81,34
4 5 - 5 ’ 57,99 42,01 22,52 77,48
4 6 - 6 ’ 50,00 50,00 8,87 91,13
4 7 - 7 ’ 47,28 52,72 9,10 90,90
4 Média 50,61 49,39 12,13 87,87
5 5 - 5 ’ 59,38 40,62 10,84 89,16
5 6 - 6 ’ 60,78 39,22 9,13 90,87
5 7 - 7 ’ 58,81 41,19 14,63 85,37
5 Média 59,72 40,28 11,59 88,41
TCD45RB -  linfócitos T CD4 expressando CD45RB de alto peso molecular; 4-CD45RB -  linfócitos T CD4 expressando 
CD45RB de baixo peso molecular.
A n e x o  9 -  E x p r e s s ã o  d e  CTLA4 d e  s u p e r f í c i e  n o s  l i n f ó c i t o s  T CD4 d e  a l t o  e  b a ix o  PM
GRUPO I E GRUPO II -  SEM TRANSPLANTE
Expressão CTLA4 (lin fócitos T CD4)
Animal Grupo I (controle) Grupo II (anti-CD45RB)
R2 (n) TCD45RB(%) ICD45RB (%) R2 (n) TCD45RB (%) ■ÍCD45RB (%)
1 336 0,30 0 835 0,84 1,56
2 1.760 0,06 0,28 1.538 0,26 0,46
3 1.508 1,72 0,20 2.285 0,61 0,04
4 1.333 0,68 0,15 1.776 0,96 0,28
5 1.797 1,45 0,06 1.835 0,54 0,60
R2 -  linfócitos T CD4 (tubo 5 para grupo I e tubo 5’ para grupo ll);ÍCD45RB -  linfócitos T CD4 expressando CD45RB de alto
peso molecular; J-CD45RB- linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular.
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A n e x o  10 - E x p re s s ã o  de CTLA4 in t r a c e lu la r  n o s  l i n f ó c i t o s  T CD4
GRUPO I E GRUPO ll -  SEM TRANSPLANTE
Expressão CTLA4 (lin fócitos T CD4)
Animal Grupo I (controle) Grupo II (anti-CD45RB)
R2 (n) TCD45RB (%) IC D 45R B (%) R2 (n) TCD45RB(%) 4CD45RB (%)
1 2.065 0,63 8,52 2.183 1,88 17,73
2 2.238 1,25 9,34 2.317 0,65 16,18
3 2.289 1,14 8,39 2.937 1,26 9,87
4 2.296 0,84 10,50 2.650 2,53 16,49
5 2.364 2,89 7,87 1.797 1,34 17,25
R2 -  linfócitos T CD4 (tubo 6 para grupo I e tubo 6’ para grupo ll);tC D 45R B  -  linfócitos T CD4 expressando CD45RB de alto
peso molecular; ÍC D 45R B - linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular.
A nexo  11 - E x p r e s s ã o  d e  Ig G  d e  h a m s t e r  i n t r a c e l u l a r  n o s  l i n f ó c i t o s  T  CD4
GRUPO I E GRUPO II -  SEM TRANSPLANTE
Expressão IgG de hamster (lin fócitos T CD4)
Animal Grupo I (controle) Grupo II (anti-CD45RB)
R2 (n) TCD45RB(%) ÍC D 45R B (%) R2 (n) TCD45RB (%) 4'CD45RB (%)
1 384 1,56 1,30 833 0,60 1,20
2 1.890 0,93 0,64 2.670 0,76 0,49
3 2.567 1,09 0,65 3.046 1,21 1,84
4 2.534 0,36 0,47 3.251 0,18 1,20
5 2.083 1,92 1,15 1.914 2,80 2,30
R2 -  linfócitos T CD4 (tubo 7 para grupo I e tubo 7’ para grupo ll);tC D 45R B  -  linfócitos T CD4 expressando CD45RB de alto 
peso molecular; J.CD45RB- linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular.
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A n e x o  1 2 -  N ú m e r o  d e  c é l u l a s  a v a l ia d a s  
GRUPO II (ALOENXERTO) GRUPO III (ANTI-CD45RB)
Animal Tubo
Número de células avaliadas
Grupo II Grupo III
n R1 R2 n R1 R2
1 1 1.020 679 - - - -
1 2 7.560 5.535 - - - -
1 3 5.025 3.538 - - - -
1 4 10.000 7.327 2.208 - - -
1 5-5’ 10.000 4.237 872 10.000 7.087 1.992
1 6-6’ 10.000 7.298 1.700 10.000 8.436 2.901
1 7-7’ 10.000 7.321 1.312 10.000 8.655 2.464
1 Total 5-7 30.000 18.856 3.884 30.000 24.178 7.357
2 1 10.000 4.205 - - - -
2 2 10.000 4.203 - - - -
2 3 10.000 7.654 - - - -
2 4 10.000 4.356 927 - - -
2 5-5’ 5.040 3.072 870 10.000 6.334 2.109
2 6-6' 8.745 2.437 764 10.000 8.596 2.495
2 7-7’ 8.130 1.699 559 10.000 8.508 3.003
2 Total 5-7 21.915 7.208 2.193 30.000 23.438 7.607
3 1 10.000 7.301 - - - -
3 2 10.000 9.001 - - - -
3 3 10.000 8.769 - - - -
3 4 10.000 7.160 1.960 - - -
3 5-5’ 10.000 7.349 2.008 5.025 2.689 1.028
3 6-6’ 10.000 6.579 1.994 4.395 2.220 667
3 7-7’ 10.000 7.127 1.945 5.055 2.645 759
3 Total 5-7 30.000 21.055 5.947 14.475 7.554 2.454
n -  número de esplenócitos avaliados; R1 -  linfócitos; R2 -  linfócitos T  CD4.
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A n e x o  13 - N ú m e r o  de  c é l u l a s  a v a l ia d a s
g r u p o  IV (ANTI-CTLA4) —  G ru p o  V (ANH-CD45RB+ANTl-CTLA4)
Animal Tubo
Número de células avaliadas
Grupo IV Grupo V
n R1 R2 n R1 R2
1 1 10.000 4.021 - - - -
1 2 10.000 3.765 - - - -
1 3 10.000 5.484 - - - -
1 4 10.000 3.989 897 - - -
1 5-5’ 5.010 2.666 1.167 4.138 992
1 6-6’ 8.265 4.491 1.734 10.000 6.120 1.393
1 7-7’ 5.040 3.584 1.327 10.000 5.928 1.645
1 Total 5-7 18.315 8.075 4.228 30.000 16.186 4.030
2 1 1.035 637 - - - -
2 2 4.020 2.256 - - - -
2 3 5.025 2.886 - - - -
2 4 3.525 2.313 1.354 - - -
2 5-5’ 5.023 2.456 1.226 5.100 2.879 1.079
2 6-6’ 4.566 1.968 1.348 10.000 7.382 2.200
2 7-7’ 5.876 2.619 1.592 10.000 2.609 818
2 Total 5-7 15.465 7.043 4.166 20.215 12.870 4.097
3 1 10.000 2.388 - - - -
3 2 10.000 1.982 - - - -
3 3 10.000 2.329 - - - -
3 4 10.000 2.658 887 - - -
3 5-5’ 10.000 1.739 447 10.000 6.334 2.207
3 6-6’ 10.000 1.510 393 6.180 3.504 1.163
3 7-7’ 10.000 3.572 889 5.070 3.165 1.011
3 Total 5-7 30.000 6.821 1.729 21.250 13.003 4.381
n -  número de esplenócitos avaliados; R1 -  linfócitos; linfócitos T CD4.
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A n e x o  14 - Ex p r e s s ã o  de  C D 45R B  n o s  t u b o s  5-7
(g r u p o  II -  C o n t r o le )  e 5 ’-7' (g r u p o  III - a n ti-C D 4 5 R B )
Animal Tubo
Expressão de CD45 (% de lin fócitos T  CD4)
Grupo II (controle) Grupo III (anti-CD45RB)
TCD45RB ÍCD45RB TCD45RB 4CD45RB
1 5-5’ 59,75 40,25 17,62 82,38
1 6-6’ 53,89 46,11 5,66 94,34
1 7-7’ 50,08 49,92 5,72 94,27
1 Média 53,91 46,09 8,92 91,08
2 5-5’ 52,49 47,51 14,98 85,02
2 6-6’ 52,35 47,65 5,69 94,31
2 7-7’ 50,64 49,36 4,63 95,37
2 Média 51,98 48,02 7,85 92,15
3 5-5’ 52,88 47,12 8,76 91,24
3 6-6’ 50,63 49,37 5,61 94,39
3 7-7’ 50,73 49,27 4,30 95,70
3 Média 51,44 48,56 6,34 93,66
ÍCD45RB -  linfócitos T CD4 expressando CD45RB de alto peso molecular; 4-CD45RB -  linfócitos T CD4 expressando 
CD45RB de baixo peso molecular.
A n e x o  15 - E x p r e s s ã o  d e  CD45RB n o s  t u b o s  5-7 
(GRUPO IV  -  ANTI-CTLA4) E 5’-7 ’ (GRUPO V  - ANTI-CD45RB+ANTI-CTLA4)
Animal Tubo
Expressão de CD45 (% de lin fóc itos T CD4)
Grupo IV (anti-CTLA4) Grupo V (anti-CD45RB+anti-CTLA4)
tCD45RB ÍCD45RB tCD45RB ICD45RB
1 5-5’ 37,79 62,21 35,28 64,72
1 6-6’ 33,67 66,32 15,30 84 ,70
1 7-7’ 33,08 66,91 15,32 84,68
1 Média 34,63 65,37 20,22 79,78
2 5-5’ 50,49 49,51 23,17 76,83
2 6-6’ 51,93 48,07 6,00 94,00
2 7-7’ 50,89 49,18 6,36 93,64
2 Média 51,08 48,92 10,59 89,41
3 5-5’ 57,71 42,29 23,74 76,26
3 6-6’ 46,06 53,94 8,34 91,66
3 7-7’ 47,24 52,76 8,01 91,99
3 Média 49,68 50,32 16,02 83,98
tCD45RB -  linfócitos T CD4 expressando CD45RB de alto peso molecular; ÍCD45RB -  linfócitos T CD4 expressando
CD45RB de baixo peso molecular
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A n e x o  16 -  E x p r e s s ã o  de  CTLA4 d e  s u p e r f íc ie  em l i n f ó c i t o s  T CD4
GRUPO II (ALOENXERTO -  CONTROLE) E GRUPO III (ANTI-CD45RB)
Expressão CTLA4 superfície (lin fócitos T CD4)
Animal Grupo II G rupo III
R2 (n) tCD45RB (%) 4.CD45RB (%) R2 (n) TCD45RB(%) ÍC D 45 R B (%)
1 872 0,46 0,11 1.992 1,10 0,45
2 870 0,45 0,68 2.109 0,57 0,12
3 2.008 0,35 0,30 1.028 0,39 0,19
R2 -  linfócitos T CD4 (tubo 5 para grupo II e tubo 5’ para grupo III) TCD45RB -  linfócitos T  CD4 expressando CD45RB de alto 
peso molecular; ÍC D 45R B  - linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular.
A n e x o  1 7  -  E x p r e s s ã o  d e  CTLA4 d e  s u p e r f í c i e  em  l i n f ó c i t o s  T CD4 
GRUPO IV (ANTI-CTLA4) E GRUPO V (ANTI-CD45RB+ANTI-CTLA4)
Expressão CTLA4 superfície (lin fócitos T CD4)
Animal Grupo IV G rupo V
R2 (n) tCD45RB (%) ÍCD45RB (%) R2 (n) TCD45RB (%) 4-CD45RB (%)
1 1167 0,43 0 992 1,01 0,30
2 1226 0,32 0,40 1079 0,28 0,19
3 447 0,68 0 2207 0,41 0,09
R2 -  linfócitos T CD4 (tubo 5 para grupo IV e tubo 5’ para grupo V); TCD45RB -  linfócitos T  C D4 expressando CD45RB de 
alto peso molecular; 4-CD45RB - linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular.
A n e x o  1 8  -  E x p r e s s ã o  d e  CTLA4 i n t r a c e l u l a r  em  l i n f ó c i t o s  T  CD4 
GRUPO II (ALOENXERTO -  CONTROLE) E GRUPO III (ANTI-CD45RB)
Expressão CTLA4 intracelular (lin fócitos T CD4)
Animal Grupo II Grupo III
R2 (n) tCD45RB (%) •J-CD45RB (%) R2 (n) TCD45RB(%) ÍCD45RB (%)
1 1.700 1,71 10,82 2.901 0,52 22,20
2 764 0,39 8,50 2.495 0,68 17,92
3 1.994 0,55 9,02 667 2,10 20,09
R2 -  linfócitos T CD4 (tubo 6 para grupo II e tubo 6 ’ para grupo III); TCD45RB -  linfócitos T  CD4 expressando CD45RB de alto 
peso molecular; 4-CD45RB - linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular.
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A nexo 19 - E x p r e s s ã o  de  CTLA4 i n t r a c e l u l a r  em l i n f ó c i t o s  T CD4
GRUPO IV  (ANTI-CTLA4) E GRUPO V  (ANTI-CD45RB+ANTI-CTLA4)
Expressão CTLA4 intracelular (lin fócitos T CD4)
Animal Grupo IV G rupo V
R2 (n) tCD45RB (%) ÍCD45RB (%) R2 (n) tCD45RB (%) ICD45RB (%)
1 1.734 2,36 10,78 1.393 1,01 25,56
2 1.348 0,22 8,01 2.200 1,95 19,59
3 393 1,53 9,41 1.163 2,32 18,83
R2 -  linfócitos T  CD4 (tubo 6 para grupo IV e tubo 6’ para grupo V); TCD45RB -  linfócitos T C D 4 expressando CD45RB de 
alto peso molecular; ÍC D 45R B - linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso m olecular.
A nexo  20 - Expr essão  d e  IgG d e  ham ster  intracelular  em  lin fó c it o s  T  CD4 
G rupo  II (a lo en xer to  - c o n tr o le ) e g rupo  III (a n ti-C D 45R B)
Expressão IgG ham ster intracelular (lin fócitos T CD4)
Animal Grupo II G rupo III
R2 (n) TCD45RB(%) IC D 45R B (%) R2 (n) TCD45RB (%) ICD45RB (%)
1 1.312 0,69 1,14 2.464 0,81 2,90
2 559 0,36 0,36 3.003 0,70 2,33
3 1.945 0,36 0,41 759 0,66 2,64
R2 -  linfócitos T CD4 (tubo 7 para grupo II e tubo 7’ para grupo lll);tC D 45R B  -  linfócitos T CD4 expressando CD45RB de alto 
peso molecular; J-CD45RB - linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso molecular.
A nexo  21 -  E x p r e s s ã o  d e  Ig G d e  h a m s t e r  i n t r a c e l u l a r  em  l i n f ó c i t o s  T CD4 
GRUPO IV (ANTI-CTLA4) E GRUPO V (ANTI-CD45RB+ANTI-CTLA4)
Expressão IgG ham ster intracelular (lin fócitos T CD4)
Animal Grupo IV G rupo V
R2 (n) TCD45RB(%) •J'CD45RB (%) R2 (n) TCD45RB (%) ICD45RB (%)
1 1.327 1,88 0,60 1.645 0,91 2,10
2 1.592 0,31 0,25 818 0,49 1,83
3 889 0,90 0,45 1.011 1,88 1,88
R2 -  linfócitos T CD4 (tubo 7 para grupo IV e tubo 7 ’ para grupo V); TCD45RB -  linfócitos T  CD4 expressando CD45RB de 
alto peso molecular; -J-CD45RB - linfócitos T CD4 expressando CD45RB de baixo peso m olecular.
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A n e x o  2 2 -  E x p r e s s ã o  de  anti-CD45RB (C36316A FITC)
Animal
Expressão de C36316A FITC (lin fócitos CD4)
Grupo I G rupo II








1 973 99,49 0,51 908 99,34 0,66
2 727 99,86 0,14 446 99,78 0,22
3 470 99,79 0,21 515 99,81 0,19
4 376 100 0 871 99,66 0,34
5 762 99,52 0,47 808 99,26 0,74
R2 -  linfócitos T  CD4; C36316A (+) -  linfócitos T CD4 expressando C36316A; C 36316A  (-) -  linfócitos T CD4 não 
expressando C36316A
A n exo  23 - E xp re ssã o  de GAR-FITC (8° dia)
Animal
Expressão de GAR-FITC (lin fócitos CD4)
Grupo 1 Grupo II








1 766 1,83 98,17 876 1,94 98,06
2 527 2,09 97,91 376 3,46 96,55
3 206 0,97 99,03 463 1,94 98,06
4 386 1,04 98,96 679 1,18 98,82
5 322 0 100 498 1,20 98,80
R2 -  linfócitos T CD4; GAR-FITC -  anticorpo de cabra anti-rato conjugado com FITC; G AR (+) —  linfócitos T CD4 expressando 
GAR-FITC; GAR (-) -  linfócitos T  CD4 não expressando GAR-FITC.
A nexo  24 - E x p re s s ã o  d e  C D 25 —  g ru p o  I ( c o n t r o le )  e  g ru p o  II (an ti-C D 45R B )
Animal
Expressão CD25 (lin fócitos T CD4)
Grupo 1 G rupo II
R2 (n) CD25 (%) 
(+)
C D 25(%) 
(-)
R2 (n) C D 25(%) 
(+)
C D 25(%) 
(-)
1 1.918 13,35 86,65 1.774 10,03 89,97
2 460 11,74 88,26 457 13,57 86,46
3 742 42,45 57,55 596 13,09 86,91
4 435 11,72 88,28 606 14,36 85,64
5 194 18,49 81,51 539 10,58 89,62
R2 -  linfócitos T CD4; CD25(+) - linfócitos T CD4 expressando CD25; CD25(-) - linfócitos T CD4 não expressando CD25.
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A n e x o  25 - E x p r e s s ã o  de  C D 44 —  g r u p o  I ( c o n t r o le )  e g r u p o  II ( a n t i-C D 4 5 R B )
Animal
Expressão CD44 (lin fócitos T CD4)
Grupo I G rupo II
R2 (n) TCD44 (%) 1CD44 (%) R2 (n) TCD44 (%) ÍCD44 (%)
1 1.156 54,50 45,50 1.987 44,94 55,06
2 614 65,96 34,04 427 54,10 45,90
3 603 56,72 43,28 604 55,30 44,70
4 396 55,81 44,19 587 46,34 53,60
5 266 54,14 45,86 399 50,88 49,12
R2 -  linfócitos T CD4; TCD44 - linfócitos T CD4 com alta expressão de CD44; 4-CD44 -  linfócitos T  CD4 com baixa expressão 
de CD44.
A ne x o  26 -  E x p r e s s ã o  d e  CD69 —  g r u p o  I ( c o n t r o l e )  e  g r u p o  II (a n ti-CD45RB)
Expressão de CD69 (lin fócitos T CD4)
Animal
Grupo I G rupo II








1 1.129 24,27 75,73 1.797 28,82 71,18
2 598 32,44 67,56 368 25,82 74,18
3 652 26,22 73,78 556 21,30 77,70
4 406 22,66 77,34 582 21,31 78,69
5 202 31,62 68,38 402 18,42 81,58
R2 -  linfócitos T CD4; CD69 (+) - linfócitos T CD4 expressando CD69; CD69 (-) - linfócitos T  C D4 não expressando CD69.
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